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< 

^| (57) Abstract: The invention concerns a method for analysing characteristics exhibited by certain virus strains, in particular, the 
human immunodeficiency viruses, using the construct of a recombinant virus obtained by homologous recombining. The invention 
I"*-* also concerns a kit comprising primers, vectors, cell hosts, products and reagents necessary for producing PCR amplification, and 
00 the products and reagents for detecting a marker, for implementing the inventive method. 

2 (57) Abrege : La presente invention concerne une methode d'analyse des caracleristiques phenotypiques presentees par certaines 
souches de virus, notamment les virus de l'immunodeficience humaine, meitam en oeuvre la construction d'un virus recombinant 
^ obtenu par recombinaison homologue. La presente invention conceme egalement un kit comprenant les amorces, les vecteurs, les 
^ holes cellulaires, les produils el reactifs necessaires pour realiser une amplification par PCR, el les produils el reaciifs permeltanl la 
^ detection d'un marqueur, pour la mise en oeuvre de la methode de 1'invention. 
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NOUVELLE METHODE D' ANALYSE DBS CARACTERISTIQUES 
PHENOTYPIQUES DES VIRUS DE L' IMMUNODEFICIENCE HUMAINE 
(VIH). 

La presente invention concerne une methode 
d' analyse des caracteristiques phenotypiques qui 
presentent certaines souches de virus, notamment de virus 
VIH . 

Des tests genotypiques qui sont rapides et 
largement disponibles pour detecter la presence de 
mutations dans les genes viraux ont ete developpees par 
exemple pour detecter des mutations presentes dans les 
genes codant pour la protease ou la transcriptase inverse 
de VIH. 

Bien que certaines mutations aient ete 
associees a un inhibiteur particulier de l'activite 
virale, bien d'autres sont associes avec le traitement 
par plusieurs molecules. De plus, avec le developpement 
de nouvelles molecules d' inhibiteurs, le genotypage de 
variantes des virus qui echappent aux traitements devient 
de plus en plus complexe. Ceci rend difficile 
devaluation et le fait de savoir vis-a-vis de quels 
inhibiteurs les virus deviennent resistants ou conservent 
encore une legere susceptibilite . Dans ces circonstances, 
la presence et 1' accumulation de mutations de resistance 
peuvent surement constituer un bon indice de devolution 
de la resistance, mais la simple detection de ces 
mutations au niveau genotypique ne suffit plus pour 
evaluer quantitativement le niveau de resistance, un 
parametre qui s'avere crucial pour optimiser les 
orientations therapeutiques de patients chez qui la 
therapie antivirale est defaillante. 
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Les caracteristiques phenotypiques des virus 
sont liees aux divers aspects du comportement viral et 
directement impliquees dans des nombreuses interactions 
entre lesdits virus et leur environnement . 

Seuls les tests phenotypiques, qui mesurent 
directement dans le milieu de culture la modification de 
la caracteristique phenotypique du virus, telle que 
1' inhibition de l'activite virale, par exemple en- 
presence de composes inhibiteurs- de ladite activite 
virale, fournissent un indice quantitatif de la 
resistance. 

D' autres caracteristiques phenotypiques dont 
,1' analyse s'avere interessant, notamment d' un point de 
vue medical, sont celles qui conferent a un virus sa 
resistance vis-a-vis des agents inhibiteurs susceptibles 
de bloquer au moins un mecanisme implique dans l'activite 
virale, celles qui conferent a un virus sa capacite 
replicative, celles qui conferent a un virus son tropisme 
envers des cibles particulieres ou encore celles qui 
conferent a un virus son aptitude a etre neutralise par 
des molecules, tels des anticorps, des chimiokines ou des 
inhibiteurs. 

La presente invention t permet de tester 
plusieurs caracteristiques phenotypiques distinctes mais 
complementaires du VIH, a l'aide d'une methode rapide 
reposant sur la reconstruction d'un virus recombinant a 
partir de prelevements effectues chez des patients 
infectes et faisant intervenir un cycle unique de 
replication virale. Cette invention s' inscrit - dans une 
demarche d'aide a la decision et d' optimisation de la 
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strategie therapeutique chez les patients infectes par le 
VIH se trouvant dans une situation d'echec virologique de 
traitement antiretroviral, ou encore chez des patients 
naifs de traitement antiretroviral. Seule une 
connaissance complete des differentes caracteristiques 
phenotypiques du virus peut aider efficacement le 
clinicien a prendre les decisions therapeutiques les 
mieux adaptees a la situation particuliere de son 
patient . 



Parmi les caracteristiques phenotypiques du 
virus VIH dont 1' analyse presente un interet particulier 
du point de vue medical, se trouvent celles liees a 
1' expression des genes, susceptibles de subir au moins 
une mutation, situes dans les regions GAG, ENV, ou POL du 
genome viral, telles que celles ci-dessous enumerees : 

vi rn 1 pnr-o 

Ces caracteristiques phenotypiques des virus 
VIH peuvent etre liees a la fonction de toutes les 
regions du genome virale, qu'il s'agisse des parties 
codant pour des proteines ou des regions intervenant dans 
les differents mecanismes ou etapes du cycle replicatif 
viral. En particulier il est important d'evaluer l'effet 
produit par les mutations dans le genes codant pour la 
protease, la transcriptase inverse, 1'integrase ou 
l'enveloppe sur la replication des virus et tout 
particulierement chez les virus ayant developpe une 
resistance aux agents antiviraux. 
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Son analyse permet de mesurer la capacite 
repllcative d'un virus, aussi appelee infectivite ou 
M fitness ". 

II SuscapJt i hi 1 i t-p/Rp.si sfanrp anx inhi hi Leims 

de f ran.sr.ri ptasp invprsp. 

Cette caracteristique phenotypique des virus 
VIH est liee a 1' expression d' une partie de la region POL 
codant pour la transcriptase inverse. 

Son analyse permet 1' a j ustement des 
traitements antiretroviraux par les analogues 
nucleosidiques ou les inhibiteurs de transcriptase 
inverse non nucleosidiques (NNRTI). 

III Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 

d' integrase . 

Cette caracteristique phenotypique des virus 
VIH est liee a 1' expression d'une partie de la region POL 
codant pour 1' integrase. 

Son analyse fournit des indications pour 
l'ajustement des traitements antiretroviraux par les 
inhibiteurs d' integrases . 

IV . Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 
d' entree du virus dans la cellule cible. 

Cette caracteristique phenotypique des virus 
VIH est liee a 1' expression de la glycoproteine 
d' enveloppe du VIH et en particulier a 1' expression de la 
sous-unite transmembranaire de ladite glycoproteine codee 
par une partie du gene ENV. 

L' analyse de cette caracteristique 

phenotypique permet la mise en evidence de 1' action des 
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agents inhibiteurs qui bloquent la fusion de la membrane 
virale avec la membrane de la cellule cible. 

V Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 
ciblant les corecepteurs des virus VIH. 

Cette caracteristique phenotypique est li.ee 
egalement a 1' expression d'au moins une partie de la 
region ENV des virus VIH qui code pour des polypeptides 
qui se participent a la liaison avec des corecepteurs de 
la cellule cible. L' interaction enveloppe/corecepteur" 
permet 1' entree du virus VIH dans ladite cellule cible. 

Son analyse permet de mesurer la resistance 
des virus VIH a 1' action des inhibiteurs bloquant les 
corecepteurs utilises par le VIH pour effectuer son 
entree dans la cellule cible. 

Les agents inhibiteurs interferent avec le 
co-recepteur en inhibant son interaction avec l'enveloppe 
du VIH. 

En particulier il est important d'evaluer 
l'effet des mutations dans la region ENV qui modifient 
1' interaction de certaines regions de la proteine 
d'enveloppe avec les recepteurs CXCR4 ou CCR5 des 
cellules cible des VIH. 



VI Tropisme 

Cette caracteristique phenotypique est aussi 
liee a 1' expression d'au moins une partie de la region 
ENV codant pour des polypeptides de l'enveloppe des virus 
VIH, qui participent a la liaison avec un ou plusieurs 
recepteurs de la cellule cible, en particulier avec les 
corecepteurs CXCR4 ou CCR5 

Son analyse permet de mesurer in vivo la 
capacite du virus VIH a utiliser lesdits recepteurs, 



WO 02/38792 



6 



PCT/FR01/03512 



notamment CXCR4 ou CCR5 , qui sont exprimes de fagon 
differente dans divers types cellulaires et permet de 
savoir si le virus utilise 1'un du 1' autre des 
recepteurs, ou les deux. 

Les. indications fournies par cette analyse 
permettent de deduire le comportement viral dans certains 
types de cellules, cibles naturelles des VIH. 

VII Virulence. 

Cette caracteristique phenotypique est aussi 
liee a 1' expression de tout ou partie de la region ENV 
qui code pour les polypeptides d'enveloppe des virus VIH. 

Son analyse permet d'evaluer le pouvoir 
cytopathogene d' un virus VIH. 

VIII Capacite neutralisante . 

Cette caracteristique phenotypique est aussi 
liee a 1' expression des proteines d'enveloppe des virus 
VIH. 

Son analyse permet d'evaluer la 
susceptibilite des virus a 1' action inhibitrice des 
anticorps ou des substances naturellement presentes dans 
l'organisme et presentes dans le serum ou dans d'autres 
fluides. 

Les premiers tests pour detecter par exemple 
la caracteristique phenotypique de resistance des virus 
VIH aux traitements antiviraux ont ete effectues en 
utilisant des isolats primaires et des lymphocytes du 
sang peripherique ( PBL) stimules par de la 
phytoagglutinine (PHA) selon une procedure laborieuse et 
dif f icilement reproductible. Une alternative innovante a 
ces tests, un test de virus recombinant, ci-apres nomme 
RVA, a ete proposee par Kellam et Larder en 1994. 
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Cette methode d' analyse RVA, mesurait la 
resistance d'un virus recombinant portant la 
transcriptase inverse isole du plasma d'un patient 
porteur du virus par co-transf ection des sequences de 
celui-ci dument amplifies par une reaction de 
polymerisation en chaine (PCR) , avec un clone de virus 
obtenu en laboratoire, lequel est delete de sa 
transcriptase inverse et est competent pour la 
replication dans une variete de lignees cellulaires bien 
etablies. 

Plusieurs modifications de cette methode ont 
maintenant ete decrites (Boucher, C, Keulen, W., Bommel, 
T., Nijhuis, M. , Jong, D., Jong, M. , SChipper, P. and 
Back, N . , K . (1996) « HIV-1 drug susceptibility 
determination by using recombinant viruses generated from 
patient sera tested in a cell-killing assay. 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy" 40(10), 2404-2409) 
(Shi, C. and Mellors, J.W. (1997) "A recombinant 
retroviral system for rapid in vivo analysis of human 
immunodeficiency virus type 1 susceptibility to reverse 
transcriptase inhibitors". Antimicrob Agents Chemother 
41(12), 2781-5) (Hertogs, K . , de Bethune, M.P., Miller, 
V., Ivens, T . , Schel, P., Van Cauwenberge, A., Van Den 
Eynde, C, Van Gerwen, V., Azijn, H., Van Houtte, M., 
Peeters, F. , Staszewski, S., Conant, M. , Bloor, S., Kemp, 
S., Larder, B. and Pauwels, R. (1998) "A rapid method for 
simultaneous detection of phenotypic resistance to 
inhibitors of protease and reverse transcriptase in 
recombinant human immunodeficiency virus type 1 isolates 
from patients treated with antiretroviral drugs". 
Antimicrob Agents Chemother 42(2), 269-76.) (Hecht, F.M., 
Grant, R.M., Petropoulos, C.J., Dillon, B., Chesney, 
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M.A., Tian, H., Hellmann, N.S., Bandrapalli , N.I,, 
DigiUo, L. , Branson, B. and Kahn, J.O. (1998) "Sexual 
transmission of an HIV-1 variant resistant to multiple 
reverse- transcriptase and protease inhibitors 7 '. N Engl J 
Med 339.(5), 307-11) (Medina, D.J., Tung, P.P., Nelson, 
C.J., Sathya, B., Casareale, D. and Strair, R.K. (1998) 
"Characterization and use of a recombinant retroviral 
system for the analysis of drug resistant HIV". J Virol 
Methods 71 (2) , 169-76) . 

Cependant, la plupart de ces systemes 
recombinants presentent des inconvenients car , comme 
pour la methode utilisant des PBMC, la production d'une 
reserve de particules infectieuses exprimant une 
caracteristique phenotypique particuliere que l'on 
cherche a detecter et a mesurer necessite une 
amplification du virus par croissance exponentielle des 
cellules lymphocytaires . Le virus est alors soumis a des 
derives genetiques pendant sa replication et peut perdre 
des mutations qui sont essentielles pour 1' expression de 
la caracteristique phenotypique recherchee modifiant 
ainsi, la fiabilite de la methode. 

Un autre inconvenient pour deceler par 
exemple une caracteristique phenotypique de resistance 
qui est present dans les methodes d' analyse de l'art 
anterieur provient du fait que la presence simultanee de 
plusieurs mutations susceptibles de conferer une 
resistance vis-a-vis des differents inhibiteurs 
retroviraux reduit la capacite replicative du virus. 

Les invent'eurs ont developpe une nouvelle methode 
d' analyse d'une caracteristique phenotypique des virus. VIH qui ne 
necessite qu'un cycle unique de replication. 
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Cette methode ne necessitant qu'un seul cycle 
de replication virale est mise en oeuvre par le choix des 
conditions de culture des virus recombinants obtenues. 

Ces conditions de culture concernent, soit le 
controle du temps de culture, choisi pour empecher la 
replication virale au dela du premier cycle, ce temps de 
culture est compris entre 12 heures a 72 heures, de 
preference de 24 heures a 48 heures. 

Les conditions de culture concernent 
.egalement le choix des cellules du premier systeme 
cellulaire, elles sont choisies de maniere a ce qu'elles 
ne soient pas permissives a 1' infection virale, par 
exemple de telles cellules ne possedent pas le r<£cepteur 
■CD4 necessaire a 1' entree du virus VIH dans la cellule. 
Des exemples de telles cellules sont les cellules HeLa ou 
293T. 

Enfin, ces conditions de culture concernent 
aussi les virus recombinants construits selon la methode 
de 1' invention, qui presentent une deficit en proteine 
d'enveloppe. Ces virus, une fois produits dans le premier 
systeme cellulaire, sont de fait incapables de re- 
infecter les cellules de ce premier systeme cellulaire. 

Cette methode d' analyse est basee sur la 
construction d'un virus recombinant (RAV) obtenu par co- 
transfection et recombinaison homologue avec : 

a) les sequences d'ADN obtenues a partir d'un 
VIH a analyser susceptibles de comprendre des mutations 
susceptibles de modifier la caracteris tique phenotypique 
recherchee, lesdites sequences etant extraites d'un 
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milieu biologique tel que le plasma, le serum, la salive, 
le sperme ou autres secretions, d' un patient porteur 
dudit virus, 

b) un premier vecteur presentant une deletion 
specifigue des sequences permettant la replication du VIH 
ainsi qu'une deletion de tout ou partie de la sequence 
conferant au VIH la caracteristique phenotypique 
recherchee et 

c) un deuxieme vecteur, par exemple un • 
plasmide, comprenant les sequences completant celles 
necessaires a la replication dudit virus et qui sont 
absentes du premier vecteur. 

La methode developpee par les inventeurs est 
.rapide, elle necessite environ sept jours pour etre 
realisee et peut dons etre utilise pour des 
determinations de routine tels que la mesure de la 
susceptibilite des patients infectes par des VIH aux 
inhibiteurs de l'activite virale, 

Ainsi, les inventeurs ont deja decrit dans le 
brevet US 6 103 462 une premiere application de cette 
methode d f analyse, basee sur la formation d'un virus 
recombinant particulier, pour determiner la 

susceptibilite d'un virus VIH a des inhibiteurs 'de la 
protease . 

Les nouvelles methodes d' analyse mises en 
oeuvre dans le cadre de la presente invention VIH, sont 
basees sur la determination de caracter istiques 
phenotypiques des virus VIH associees a des mutations 
susceptibles d'etre presentes au moins dans un gene 
choisi parmi le groupe comprenant les genes gag, pol, 
protease, transcriptase inverse, RNAse H, integxase, vif, 
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vpr, tat, rev, vpu, env, nef, sequences cis-actives, LTR, 
sequences de dimerisation, sequences regulatrides de 
l'epissage, RRE au moyen de virus recombinants ad-hoc. 

L' invention concerne done une methode 
d' analyse d'une caracteristique phenotypique des virus 
VIH presents dans un echantillon biologique d'un patient, 
ladite caracteristique phenotypique resultant d'une ou 
plusieurs mutations du genome viral susceptibles 
d'influencer 1' infection virale, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

a) 1' extraction des acides nucleiques 
contenus dans un echantillon biologique, 

b) au moins une amplification par PGR d'un 
segment des acides nucleiques de l'etape (a), chacune 
avec une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique du genome viral susceptible de porter au moins' 
une mutation, 

c) la preparation d'un vecteur comprenant les 
parties d'un genome d'un virus VIH necessaires a la 
replication virale a 1' exception du segment amplifie a 
l'etape (b) et eventuellement a 1' exception du gene 
codant pour la proteine d'enveloppe, 

d) la transfection d'un premier hote 
cellulaire avec : 

- les acides nucleiques obtenus a l'etape 

(b), 

- le vecteur prepare a l'etape (c), 

- eventuellement un second vecteur comprenant 
un gene codant pour une proteine d'enveloppe si le gene 
d'enveloppe est delete du vecteur prepare a l'etape (c) , 

pour obtenir par recombinaison homologue un 
virus chimerique, 
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e) la culture dudit premier hote cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
virales au cours d'un seul cycle de replication, 

f) 1' infection par les particules virales 
obtenue?; a l'etape (e) d' au moins un second hote 
cellulaire susceptible d'etre infecte par un virus VIH ou 
un virus pseudotype VIH et comportant eventuellement un 
gene marqueur activable uniquement a la suite de 
1' infection virale, et 

g) la detection et/ou la quantification du 
marqueur exprime a l'etape (f) afin de mettre en evidence 
au moins une caracteristique phenotypique des virus VIH 
presents dans 1' echantillon biologique. 

Plus particulierement, 1' amplification par 
PCR de l'etape (b) est realisee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d' acide nucleique comprenant tout 
ou partie d'une region du genome virale choisie parmi: 
gag, pol, protease, transcriptase inverse, RNAse H, 
integrase, vif, vpr, tat, rev, vpu, env, nef, sequences 
cis-actives, LTR, sequences de dimerisation, sequences 
regulatrices de 1' epissage ou 1' element de reponse de Rev 
(RRE) . 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de 
la methode d' analyse de 1' invention, 1' amplification par 
PCR de l'etape (b) est realisee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d' acide nucleique codant pour une 
partie de la proteine gag du virus de 1' immunodef icience 
humain et une sequence d' acide nucleique codant pour la 
protease, susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la protease et, en ce que le 
vecteur de l'etape (c) est construit a partir d'un genome 
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d'un virus VIH ou tout ou partie du gene codant pour la 
protease est delete. 

Avantageusement, 1' amplification de l'etape 
(b) selon la methode d' analyse de 1' invention, d'une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la protease est 
effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences Fit A - : (5' TCA CCT AGA ACT TTA AAT GC 3') 
(SEQ ID No : 1) et Pro A- : (5' GGC AAA TAC TGG AGT ATT 
GTA TG3' 3') (SEQ ID No : 2), ou constitues par des 
fragments de celles-ci, ou encore des sequences analogues 
de celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de maniere essentielle 
leur capacite a hybrider la region du gene de la protease 
portant la ou les mutations, suivie d'une deuxieme 
amplification avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences : Fit B : (5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG GT 3') 
(SEQ ID No : 3) et Pro B- : (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT 
TCA GG 3') (SEQ ID No : 4), ou constitues par des 
fragments de celles-ci, ou encore des sequences analogues 
de celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de maniere essentielle 
leur capacite a hybrider la region du gene de la protease 
portant la ou les mutations 



Tout preferentiellement, 1' amplification de 
l'etape (b) selon la methode d' analyse de 1' invention, 
d'une sequence d'acide nucleique susceptible de porter au 
moins une mutation dans le gene codant pour la protease 
est effectuee avec une paire d' amorces : 
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Fit A - : (5' TCA CCT AGA ACT TTA AAT GC 3') 
(SEQ ,ID No : 1) et 

Pro A- : (5' GGC AAA TAC TGG AGT ATT GTA TG3 1 
3' ) (SEQ ID No : 2) , 

suivie d'une deuxieme amplification avec une 

paire d' amorces : 

Fit B : (5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG GT 3') 
(SEQ ID No : 3) et 

Pro B- : (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT TCA GG 
3' ) (SEQ ID No : 4) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 1488 paires 
de bases, s'etendant entre les residus 1237 et 2725 
inclus, et le vecteur de l'etape (c) est un vecteur 
retroviral delete de la region du cadre de lecture pol 
codant pour la protease du VIH-1 s'etendant des residus 
.1505 a 2565 inclus, delete de la region d' enveloppe et 
comportant un site unique de restriction Mlul. 

Selon. un deuxieme mode de mise en oeuvre 
particulier de la methode d' analyse de 1' invention, 
1' amplification par PCR de l'etape (b) de la methode 
d' analyse selon 1' invention est realisee avec une paire 
d' amorces encadrant une sequence d' acide nucleique 
susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 
codant pour la transcriptase inverse, et la transfection 
de l'etape (c) est realisee avec un premier vecteur 
construit a partir d'un genome d'un virus VIH ou tout ou 
partie du gene codant pour la transcriptase inverse est 
delete . 

Avantageusement , 1 ' amplification de l'etape 
(b) selon la methode d' analyse de 1' invention, avec une 
paire d' amorces encadrant une sequence d' acide nucleique 
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susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 
codant pour la transcriptase inverse est effectuee avec 
une paire d' amorces ayant une taille comprise entre 10 et 
50 oligonucleotides, comprenant les sequences MJ3 (5' AGT 
AGG ACC TAC ACC TGT CA 3') (SEQ ID No : 5) et RT-EXT (5' 
TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ ID No : 6), ou 
constitues par des fragments de celles-ci, ou encore des 
sequences analogues de celles-ci portant des mutations 
d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient pas de 
maniere essentielle leur capacite a hybrider la region du' 
gene de la transcriptase portant au moins une mutation, 
suivie d'une deuxieme etape d' amplification avec une 
paire d' amorces comprenant les sequences : A35 (5' TTG 
GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT 3') (SEQ ID No : 
7) et RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ ID 
No : 8) ou constitues par des fragments de celles-ci, ou 
encore des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du gene de la transcriptase inverse portant au 
moins une mutation. 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
1' etape (b) selon la methode d' analyse de 1' invention, 
avec une paire d' amorces encadrant une sequence d" acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la transcriptase inverse est 
effectuee avec une paire d' amorces : 

MJ3 (5' AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA 3') (SEQ 
ID No : 5) et 

RT-EXT (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 
(SEQ ID No : 6) , 
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suivie d'une deuxieme etape d' amplification 
avec ,une paire d' amorces : 

A35 (5' TTG GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC 
CTA TT 3') (SEQ ID No : 7) et 

RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ 

ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 1530 paires 
de bases s'etendant au-dela du codon 93 de la region 
codant pour la protease et au-dela du codon 503 de la 
region codant pour la polymerase (POL) et le vecteur de 
1' etape (c) est un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 
inverse du VIH-1, s'etendant des residus 2618 a 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul . 

Selon un troisieme mode de mise en oeuvre, 
1' invention a egalement pour objet une methode d' analyse 
selon laquelle 1' amplification de 1' etape (b) est 
effectuee' avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique codant pour une partie de la proteine 
gag, pour la protease et pour une partie de la 
transpriptase inverse du virus de 1 ' immunodef icience 
humaine susceptible de porter au moins une mutation dans 
la sequence d'acide nucleique codant pour la proteine 
gag, ou pour la protease ou pour la transcriptase 
inverse. 

Tout pref erentiellement 1' amplification de 
1' etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique codant pour une partie de la 
proteine gag, pour la protease et pour une partie de la 
transcriptase inverse du virus de 1' immunodef icience 
humaine susceptible de porter au moins une mutation dans 
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la sequence d'acide nucleique codant pour la proteine 
gag, ou pour la protease ou pour la transcriptase inverse 
est effectuee avec la paire d' amorces : 

gag+1 (5' AGGGGCAAATGGTACATCA 3') (SEQ ID 

No : 31) et 

RT-EX (SEQ ID n° 6) , 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification 
avec une paire d' amorces : 

Fit B+ (SEQ ID No : 1) et 
RT-IN (SEQ ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 2825 paires 
de bases, s'etendant entre les residus 1237 et 4062 et la 
transfection de 1' etape (c) est realisee avec un vecteur 
retroviral delete d'une partie du gene gag et des regions 
du cadre de lecture pol codant pour la protease et une 
.partie de la transcriptase inverse du VIH-1 s'etendant 
des residus 1507 a 3870 inclus, delete dans la region 
d'enveloppe et comportant un site unique de restriction 
Nrul. 



Avantageusement, le virus resultant de la 
transfection mentionnee ci-dessus peut etre utilise pour 
determiner la capacite infective ou replicative du virus 
pre&sentant des mutations dans la transcriptase inverse 
et/ou la protease. La quantification des particules 
virales selon cette derniere methode d' analyse es 
accomplie par la mesure de l'antigene p24. II est a 
signaler qu'une methode d' analyse similaire ne peut en 
aucun cas etre effectuee en utilisant un vecteur delete 
simplement de la sequence de la transcriptase inverse 
puisque ces virus recombinants non-viables peuvent encore 
produire l'antigene p24. En construisant un virus 
recombinant presentant une deletion additionnelle de la 
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region correspondante a la protease, seulement les virus 
correctement recombines produisent l'antigene p24 et 
permettent ainsi une mesure sure et fiable des particules 
virales produites. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a un compose inhibiteur de la transcriptase inverse, 
consistant a ajouter ou non ledit compose inhibiteur de- 
la transcriptase inverse, eventuellement a des 
concentrations differentes, au deuxieme hote cellulai.re, 
prealablement a 1' infection de celui-ci par les 
particules virales obtenues a l'etape (e) , et comprenant 
a l'etape (g) la comparaison de 1' expression du gene 
.marqueur avec et sans compose inhibiteur de la 
transcriptase inverse 

Selon un troisieme mode de mise en oeuvre 
particulier de la methode d' analyse de 1' invention, 
1' amplification par PCR de l'etape (b) est realisee avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d' acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour l'integrase, et le vecteur de 
l'etape (c ) est un vecteur retroviral delete de tout ou 
partie du gene codant pour l'integrase. 

Avantageusement , 1 ' amplification de l'etape 
(b) selon la methode d' analyse de 1' invention avec une 
paire d' amorces encadrant une sequence d' acide nucleique 
susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 
codant pour l'integrase est effectuee avec la paire 
d' amorces ayant une taille comprise entre 10 et 50 
oligonucleotides, comprenant les sequences : INT B+ - 
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5 ' GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3 ' (SEQ ID No: 9) et INT B- 
5'TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 10), ou encore des 
sequences analogues de celles-ci portant des mutations 
d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient pas de 
maniere essentielle leur capacite a hybrider la region du 
g£ne de l'integrase portant au moins une mutation, suivie 
d'une deuxieme etape d' amplification, avec la paire 
d'amorces : INT V+ 5 ' CACCCTAACTGACACAACAA3 ' (SEQ ID No: 
11) et INT V- 5 ' AAGGCCTTTCTTATAGCAGA3 ' (SEQ ID No: 12), 
ou encore des sequences analogues de celles-ci portant 
des mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne 
modifient pas de maniere essentielle leur capacite a 
hybrider la region du gene de l'integrase portant au 
moins une mutation 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
1' etape (b) selon la methode d' analyse de 1' invention 
avec une paire d'amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour l'integrase est effectuee avec 
la paire d'amorces : 

INT B+ -5' GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3' (SEQ ID 

No: 9.) et 

INT B- 5' TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 

10) , 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec la paire d'amorces : 

INT V+ 5' CACCCTAACTGACACAACAA3 ' (SEQ ID No: 

11) et 

INT V- 5 ' AAGGCCTTTCTTATAGCAGA3 ' (SEQ ID No: 

12) , 

pour obtenir un fragment d'ADN de 1460 paires 
de bases s'etendant des residus 3950 a 5410 inclus et le 
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vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region du cadre de lecture pol codant pour 
1'integrase du VIH-1 s'etendant des residus 4228 a 5093 
inclus et de la region codant pour l'enveloppe virale 
entre les positions 6343 et 7611 incluses. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d' un virus 
VIH a un compose inhibiteur de 1'integrase, consistant a- 
ajouter ou non ledit compose inhibiteur de 1'integrase, 
eventuellement a des concentrations differentes, durant 
l'etape (e) , avan.t l'etape (f) et comprenant a l'etape 
(g) la comparaison de 1' expression du gene marqueur avec 
et sans compose inhibiteur de 1'integrase. 

Selon un quatrieme mode particulier de mise 
en oeuvre de la methode d' analyse de 1' invention 
1' amplification par PCR de l'etape (b) est realisee avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d' acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe, et le 
vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral 
construit a partir d'un genome d' un virus VIH oil tout ou 
partie du gene codant pour la proteine d'enveloppe est 
delete . 

Pref erentiellement le vecteur de l'etape (c) 
est un vecteur retroviral delete de toute la region 
codant pour la portion extracellulaire de la sous-unite 
gp41 de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des residus 7745 
a 8263 inclus, de la region du genome VIH-1 const itutrice 
de 1' element de reponse a Rev (RRE) . 
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Avantageusement, 1' amplification de l'etape 
(b) avec une paire d» amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la proteine d' enveloppe 
est effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant soit 
les sequences :FIN-A : 5' TCAAATATTACAGGGCTGCT3' (SEQ ID 
No: 13) et FIN-B : 5' TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
14), soit les sequences FuA : 5 ' AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3 1 
(SEQ ID No: 23) et FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' 
(SEQ ID No: 24) ou constitues par des fragments de 
celles-ci ou encore par des sequences analogues de 
celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de maniere essentielle 
leur capacite a hybrider la region du gene de 1' enveloppe 
portant au moins une mutation suivie d'une deuxieme etape 
d' amplification, effectuee avec une paire d' amorces ayant 
une taille comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, 
comprenant soit les sequences : FIN-C : 

5' CTATTAACAAGAGATGGTGG3' (SEQ ID No: 15) et FIN-D: 
5' TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 16), soit les 
sequences FuC : 5 ' ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3 ' (SEQ ID No: 
25), .utilisee en combinaison avec un melange de deux 
sequences suivantes: FuD1 . 

5 ' TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID No: 26) et . FuD2 : 
5 ' TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID No: 27) ou 
constitues par des fragments de celles-ci, ou encore par 
des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du gene de 1' enveloppe portant au moins une 
mutation 
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Tout preferentiellement, 1' amplification de 
l'etspe (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d' enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

FIN-A : 5 ' TCAAATATTACAGGGCTGCT3 ' (SEQ ID No: 

13) et 

FIN-B : 5' TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 

14) suivie d'une deuxieme etape d' amplif ication, 
effectuee avec la paire d' amorces : 

FIN-C : 5 ' CTATTAACAAGAGATGGTGG3 ' (SEQ ID No: 

15) et 

FIN-D : 5' TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 965 paires 
de bases s'etendant des residus 7553 a 8517 inclus et le 
vecteur de I 9 etape (c) est un vecteur retroviral . delete 
de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unit6 gp41 de 1' enveloppe du VIH-1, s'etendant 
des residus 7745 a 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull. 

Tout preferentiellement, la methode d' analyse 
selon 1' invention. permet 1' amplif icat ion de sequences de 
la region d' enveloppe de virus VIH quel que soit leur 
sous-type et en particulier des virus des sous-types 
A,B,C,D et E), en utilisant pour 1' amplif ication de 
1' etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d' enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

FuA : 5 1 AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3 1 (SEQ ID No: 

23) et 
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FUB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID 

No: 24) 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
effectuee avec 1' amorce : 

FuC: 5 ' ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3 ' (SEQ ID 

No: 25) 

et un melange des amorces suivantes : 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 

No: 26) 

FuD2 : 5 ' TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID- 

No: 27) , 

ledit melange etant pref erentiellement 
effectue dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
(90% :10%) et tout pref erentiellement entre (60% :40%) et 
(40% :60%), 

pour obtenir un segment d'ADN de 805 paires 
de bases s'etendant des residus 7635 a 8440 inclus et le 
vecteur de 1' etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unite gp41 de 1'enveloppe du VIH-1, s'etendant 
des residus 7745 a 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull. 

Avantageusement, 1' amplification de 1' etape 
(b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe 
est effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences : NEU-A : 5' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 
ID No: 17) et FIN-B : 5' TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
14) ou FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID No: 24) 
ou constitues par des fragments de celles-ci, ou encore 
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par des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations ■ d' un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du gene de 1'enveloppe portant au moins une 
mutation, suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec la paire d' amorces ayant une taille comprise entre 
10 et 50 oligonucleotides, comprenant les sequences : 
NEU-C : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID No: 18) et 
FIN-D : 5' TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 16) ou un- 
melange des sequences suivantes : 

FuDl : 5 1 TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID No: 26) et 
FuD2 : 5 ' TCTGTCTTGC.TCTCCACCTTCTTCTT3 1 (SEQ ID No: 27), ou 
constitues par des fragments de celles-ci, ou encore par 
des sequences analogues de celles-ci portant des 
.mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du gene de 1'enveloppe portant au moins une 
mutation. 

Tout pref erentiellement , 1' amplification de 
1' etape .(b) avec' une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d'enveloppe est effectuee avec une paire d 7 amorces *: 

NEU-A : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 
ID No: 17) et 

FIN-B : 5 ' TAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID No: 
14), suivie d'une deuxieme etape d' amplification, avec la 
paire d' amorces : 

NEU-C : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

No: 18) et 

FIN-D : 5' TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16) , 
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pour obtenir un fragment d'ADN compris entre 
2106 et 2320 paires de bases s'etendant des residus' 6197- 
6222 .jusqu'aux residus 6197-6222 inclus et le vecteur de 
l'etape (c) est un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de 1'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comporte un site de restriction unique Mull. 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
l'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d'enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

NEU-A : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 
ID No: 17) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 * (SEQ ID 
No: 24), suivie d' une deuxieme etape d' amplification, 
avec les amorces: 

NEU-C : 5 ' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3 ' (SEQ ID 
No: 18) et un melange des amorces suivantes 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 

No: 26) et 

FuD2 : 5 ' TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 * (SEQ ID 

No: 27) , 

ledit melange etant preferentiellement 
effectue dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
(90% :io%) et tout preferentiellement entre (60% :40%) et 
(40% :60%), 

pour obtenir un fragment d'ADN de 2118 paires 
de bases s'etendant des residus 6322 a 8440 inclus et le 
vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la majorite de la sous- 
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unite gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp41 
de 1' enveloppe du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 
8263 inclus, et comporte un site de restriction unique 
Mull. 

Avantageusement, 1' amplification de 1'etape 
(b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la proteine d' enveloppe 
est effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences : E00 : 5 ' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3 ' (SEQ 
ID No: 19) et ES8B : 5 ' CACTTCTCCAATTGTCCCTCA3 ' (SEQ ID 
No: 20), ou constitues par des fragments de celles-ci, ou 
encore par des sequences analogues de celles-ci portant 
des mutations d' un ou plusieurs nucleotides qui ne 
modifient. pas de maniere essentielle leur capacite a 
hybrider la region du gene de 1' enveloppe portant au 
moins une mutation, suivie d'une deuxieme etape 
d' amplification, avec une paire d' amorces ayant une 
taille comprise entre 10 et 50 oligonucleotides 
comprenant les sequences : E20: 

5' GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3' (SEQ ID No: 21) et El 15 : 
5' AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3' (SEQ ID No: 22), ou encore 
par des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du gene de la protease portant au moins une 
mutation. 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
1'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
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20), 



une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d'enveloppe est effectuee avec une paire d ' amorces : 

E0O : 5' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3 ' (SEO 
ID No: 19) et 

ES8B : 5'CACTTCTCCAATTGTCCCTCA3' (SEQ ID No: 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec la paire d' amorces: 

E20: 5' GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3 ' (SEQ ID 

No: 21) et 

EH5 : 5 ' AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3 ' (SEQ ID 

No: 22), 

pour obtenir un segment d'ADN de 938 paires 
de bases s'etendant des residus 6426 a 7364 inclus et le 
vecteur de 1' etape (c) est un vecteur retroviral delete 
•de la region, codant pour les domaines allant de la 
boucle VI a la boucle V3 de 1'enveloppe du VIH-1 
s'etendant de 6617 a 7250 inclus et comporte un site de 
restriction unigue Nhel. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a un compose inhibiteur de fusion ciblant la proteine 
gP 41 du VIH-1, consistant a effectuer 1' amplification de 
1'etape (b) soit avec la paire d' amorces SEQ ID No 13 
SEQ ID No : 14 suivie d'une deuxieme amplification avec 
la paire d' amorces SEQ ID No : 15 SEQ ID No : 16, soit 
avec la paire d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ id No • 18 
suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
d'amorces SEQ ID No : 18 , SEQ ID No : 16, a ajouter ou 
non ledit compose inhibiteur de fusion, eventuellement a 
des concentrations differentes, durant la culture de 
I'hote cellulaire obtenu a 1'etape (e), avant 1'etape (f, 
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et comprenant a l'etape (g) la comparaison de 
1' expression du gene marqueur avec et sans compose 
inhibiteur de fusion ciblant la gp41 du VIH-1. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a un compose inhibiteur d' entree dudit virus VIH dans 
une cellule cible, consistant a effectuer 1' amplification 
de l'etape (b) avec la paire d' amorces SEQ ID No : 17 et- 
SEQ ID No : 18 suivie d'une deuxieme amplification avec 
la paire d' amorces SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16, a 
ajouter ou non ledit compose inhibiteur d' entree, 
eventuellement a des concentrations differentes, a l'hote 
cellulaire obtenu a l'etape (e) avant 1' infection de 
.l'etape (f) et comprenant a l'etape (g) la comparaison de 
1' expression du gene marqueur avec et sans compose 
inhibiteur d' entree. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a l'.action inhibitrice des anticorps, consistant a 
effectuer 1' amplification de l'etape (b) avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 suivie d'une 
deuxieme amplification avec la paire d' amorces SEQ ID 
No : 18 , SEQ ID No : 16, a ajouter ou non lesdits 
anticorps durant l'etape (e) de. culture, eventuellement a 
des concentrations differentes et comprenant a l'etape 
(g) la comparaison de 1' expression du gene marqueur avec 
et sans anticorps. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner le tropisme d'un virus VIH pour 
un recepteur cellulaire, consistant a effectuer 
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1' amplification de /kv 

l etape (b) avec la paire d' amorces 

SEQ ID No : 17 SEQ ID No • is 

V 1U No * 18 suivie d'une deuxieme 
amplification avec la pa ire d' amorces SEQ ID No • 18 
SEQ ID No : 16, a effectuer 1' infection de 1' etape (f) 
avec les particules virales obtenues a 1' etape (e) sur 
deux hotes cellulaires distincts et comprenant a 1' etape 
(9) la comparison de 1' expression du gene marqueur par 
chacun des deux botes cellulaires distincts. 

Avantageusement i es botes cellulaires 
utxlises pour 1'infection de 1'etape (f) selon la methode 
d analyse de 1' invention sent choisis parmi des botes 
CXCR^ 31 " 3 eXPrimant 16 " Ce P teur CCR5 ou le recepteur 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse, pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a un compose inhibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, consistant a effectuer 1' amplification de 1'etape 
(b) avec la paire d'amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No • 18 
suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
d'amorces SEQ ID No : 18 , SEQ id No : 16f 4 ajouter Qu 
non ledit compose inhibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, eventuellement a des concentrations differentes 
durant 1'etape (e) de culture, 1'infection de 1'etape <f)' 
etant effectuee sur deux hotes cellulaires distincts et 
comprenant a 1'etape (g, la comp araison de 1'expression 
du gene marqueur par chacun des deux hotes cellulaires 
distincts . 



L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner le tropisme d'un virus VIH pour 
un recepteur cellulaire, consistant a effectuer 
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1' amplification de I'etape (b) avec la paire d'aimorces 
SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20, suivie d'une deuxi£me 
amplification avec la paire d' amorces SEQ ID No : 21 et 
SEQ ID No : 22, a infecter a I'etape (f) deux hotes 
cellulaires distincts avec les particules virales 
obtenues a I'etape (e) et comprenant a I'etape (g) la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur par chacun 
des deux hotes cellulaires distincts. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a un compose inhibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, consistant a effectuer 1' amplification de P 4tape 
(b) avec la paire d' amorces SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 
20 suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22, a ajouter ou 
non ledit compose inhibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, eventuellement a des concentrations differentes, 
durant la' culture de I'etape (d) , a effectuer 1' infection 
de I'etape (f) avec les particules virales obtenues a 
I'etape .(e) sur deux hotes cellulaires distincts et a 
comparer a I'etape (g) 1' expression du gene marqueur par 
chacun des deux hotes cellulaires distincts. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner 1' inf ectivite ou la capacite 
replicative d'un virus VIH consistant a comparer a 
I'etape (g) 1' expression du gene marqueur par le second 
hote cellulaire infecte avec les particules virales 
obtenues en appliquant les etapes (a) a (f) a un 
echantillon biologique d'un patient, et 1' expression du 
gene marqueur par le meme second hote cellulaire infecte 
avec des particules virales de reference obtenues en 



WO 02/38792 



31 



PCT/FR01/03512 



applicant les etapes (a, a (f) a un echantillon 
contenant un virus de reference. 

Avantageusement les particules virales de 
reference issues d'un virus de reference sont des 

particules virales obtenues par 1' application des etapes 
(a) a (f) a un echantillon biologique du meme patient a 

un stade prealable du traitement therapeutique ou avant 

celui-ci . 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la virulence d'un virus VIH 
consistant a effectuer 1' amplification de l'etape (b) 
soit avec la paire d' amorces SEQ ID No : 13 , SEQ ID No : 
14 suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
,d' amorces SEQ ID No : 15 SEQ ID No : 16, soit avec la 
paire d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 suivie 
d'une deuxieme amplification avec la paire d' amorces SEQ 
ID No : 18 , SEQ ID No : 16, et a mesurer, lors de 
1' infection de l'etape (f), 1' effect cytopathogene 
produit sur le second note cellulaire. 

Avantageusement l'effet cytopathogene produit 
lors de 1' infection de l'etape (f) sur le second hote 
cellulaire est mesure au moyen des techniques de 
cytotoxicity telles que la mesure de 1' induction de 
syncytia, de 1' induction de 1'apoptose ou par cytometrie 
de flux. 



L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a l'hydroxyuree, consistant a ajouter ou non de 
1' hydroxyur6e, eventuellement a des concentrations 
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dif ferentes, soit durant l'etape (e) de culture, soit au 
deuxieme hote cellulaire et a effectuer a l'etape (g) la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
hydroxyuree. 

De maniere pref erentielle, la duree de 
l'etape de culture (e) selon la methode de 1' invention 
est comprise entre 12 et 72 heures, tout 
pref erentiellement elle est comprise entre 24 et 48- 
heures. 

L' invention a egalement pour objet un kit 
pour la mise en oeuvre d' une methode d' analyse d'une 
caracteristique phenotypique des virus VIH presents dans 
un echantillon biologique d'un patient caract6rise en ce 
,qu' il comprend : 

i) une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique du genome viral susceptible de porter 
au moins une mutation, 

ii) un vecteur comprenant les parties d'un 
genome d'un virus VIH necessaires a la replication virale 
a 1' exception du segment amplifie avec les amorces 
definies en (i) et du gene codant pour la proteine 
d'enveloppe, 

iii) un second vecteur comprenant un gene 
codant pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 
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vii) les produits et reactifs perraettant la 
detection du marqueur exprime. 

Avantageusement, le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 1 et SEQ ID No : 2 

- SEQ ID No : 3 et SEQ ID No : 4 

ii) un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la protease du VIH-1 
s'etendant des residus 1505 a 2565 inclus, delete de la 
region d'enveloppe et comportant un site unique de 
restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotype avec un gene codant 
pour une proline d'enveloppe. 

iv) un premier note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second h6te cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

• Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 5 et SEQ. ID No : 7 

- SEQ ID No : 6 et SEQ ID No : 8 

ii) un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 



WO 02/38792 PCT/FRO 1/035 12 

34 

inverse du VIH-1, s'etendant, des residus 2618 a 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection* 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1 ' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend .: 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 9 et SEQ ID No : 10 

- SEQ ID No : 11 et SEQ ID No : 12 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region du cadre de lecture pol codant pour l'integrase du 
VIH-1 s'etendant des residus 4228 a 5093 inclus et de la 
region codant pour l'enveloppe virale entre les positions 
6343 et 7611 incluses, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 



WO 02/38792 

35 PCT/FR01/03512 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

Vii) les P^its et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 



comprend 



Avantageusement le kit selon 1' invention 



i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 13 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 15 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unite g P 41 de 1'enveloppe du VIH-1, attendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull, 

iv) Un P remi ^r note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1'infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 

region codant pour la mannrii-o ^ 1 

" majorite de la sous-unite gpl20 et 
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de la portion extracellulaire de la gp41 de l'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 1 
realiser l f amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

.comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20 

- SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22 

ii) un vecteur retroviral delete de la 
region, codant pour les domaines allant de la boucle VI a 
la boucle. V3 de l'enveloppe du VIH-1 s'etendant de 6617 a 
7250 inclus et comportant un site de restriction unique 
Nhel, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1 ' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 
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Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 23 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 25 et SEQ ID No : 26 avec SEQ 
ID No : 27 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unite g P 41 de 1'enveloppe du VIH-1, s'etendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull, 

iv) un premier note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 



Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 26 et SEQ ID 
No : 27 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gp!20 et 
de la portion extracellulaire de la g P 41 de 1'enveloppe 
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du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

D'autres avantages et' caracteristiques de 
1' invention sont illustres dans les exemples qui suivent 
et qui font reference aux figures suivantes : 

La figure 1 represents schema tiquement le 
plasmide pSRT. La region codant pour la transcriptase 
inverse de pNL4-3xcenv est deletee au moyen d'une 
digestion par Ball-SnaBI . La linearisation du pSRT 
resultant, est accomplie par 1' utilisation de Nru I. 

La figure 2 illustre les courbes des effets 
dose reponse obtenues pour deux patients versus l'AZT et 
le 3TC, avant et apres le traitement avec des inhibiteurs 
de la transcriptase inverse. 

Les details du traitement, les prelevements 
d' echantillons par rapport au temps et les genotypes se 
trouvent sur les entetes des figures. 

Les courbes montrent 1' inhibition de 
1' infection par un virus recombinant des cellules P4 
traitees soit avec la zidovuidine (AZT,panels A et C) ou 
la lamivudine (3TC, panels B et D) , selon la technique 
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decrite plus loin, dans le 
methodes. Pour le patient I, 
testes a 0 (♦), 9 (•) e t 
traitement, et pour le patient 
apres le traitement. 



paragraphe materiel et 
les echantillons ont ete 
18 (□) mois apr es le 

2 a 0(0 et 27 (•) mois 



La figure 3 est un schema des premieres 
etapes (a et b) d'une mise en oeuvre particuliere de la 
methode de 1' invention. Le schema illustre les etapes 
d' extraction (a) et d' amplification (b) des sequences de' 
transcriptase inverse extraites du plasma d'un patient 
par RT PCR de la methode de 1' invention ainsi que les 
schemas de constructions du plasmide pRVA/RT utilise 
ulterieurement a l'etape (d) . 

La figure 4 est un schema des etapes (c) a 
(g) d'une mise en oeuvre particuliere de la methode de 
1' invention. Ce schema illustre l'etape (d) de co- 
transfection dans des cellules HeLa/293T des acides 
nucleiques amplifies de l'etape (b) , d'un premier 
plasmide P 43xcsnAenv RT construit a partir d'un genome 
d'un virus VIH, ne comprenant pas un segment d'acide 
nucleique correspondant a tout ou partie de la sequence 
d'acide nucleique amplifier a l'etape (b) ni un fragment 
de la sequence d'acide nucleique codant pour la proteine 
d'enveloppe et un deuxieme plasmide pVSV-G comportant la 
sequence codant pour la proteine d'enveloppe; l'etape (e) 
de culture permettant de produire des particules virale, 
l'etape (f) de transfection des particules virales 
obtenues a l'etape (e) dans des cellules P4, 
prealablement incubees en presence ou non de dilutions 
seriees de differents inhibiteurs de la transcriptase 
inverse, lesdites cellules indicatrices P4 comportant un 
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systeme d' expression du gene codant pour 1' enzyme beta- 
galactosidase activable exclusivement par les sequences 
d' activation tat exprimees par le virus recombinant , et 
l'etape (g) de detection et/ou quantification de la beta- 
galactosidase au moyen du substrat CPRG. 

La figure 5 illustre les resultats de 
1' analyse phenotypique obtenus en presence de 
l'inhibiteur de fusion T20 pour des virus presents dans- 
des plasmas de patients (P1,P2 et P3) et des prototypes 
viraux de reference (NL 43 et le clone resistant DIM) . 

La figure 6 illustre les resultats de mesure 
de la capacite replicative de virus LI, L2 et L3 extraits 
,de differents echantillons . 

I- Materiel et methodes 

1 . 1 - flmpiifir^Hnn par react i on de 

pnlympri^Hnn rhainp — ( PP.R ) . 

L'ARN est isole a partir du plasma des 
patients au moyen d'une trousse Roche Amplicor ® (Roche 
Diagnostics, 38242 Meylan Cedex, France), et les genes 
d' interet sont isoles au moyen d'une transcriptase 
inverse et une reaction PCR subsequente. 

L' amplification de la region codant pour la 
transcriptase inverse (RT) est effectuee au moyen des 
amorces externes MJ3 (5' AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA 3') 
(Sequence SEQ ID No : 5 , en annexe) et RT— EXT (5' TTC 
CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (Sequence SEQ ID No : 6, en 
annexe) et des amorces internes A35 (5' TTG GTT GCA TAA 
ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT 3' ) (Sequence SEQ ID No : 7 , 
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en annexe) et RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 
(Sequence SEQ ID No : 8, en annexe) avec un cycle initial 
a 50°C (30 minutes) et a 94°C (2 minutes), suivi de 40 
cycles a 94°C (30 secondes) , 55°C (30 secondes) et 68°C 
(90 secondes) et une etape finale d' extension a 98°C 
durant 10 minutes. Ceci amplifie un produit de 1530 pb 
qui s'etend au-dela du codon 93 de la reqion codant de la 
protease et au-dela du codon 503 de la reqion codant de 
la polymerase (pol) . 

Les produits ainsi obtenus par PCR sont 
purifies sur des colonnes QuiaAmp® et analyses en ce qui 
concerne leur taille, leur deqre de purete et leur 
concentration approximative par electrophorese sur des 
qels d'aqarose. 

1.2 - npnot-ypago 

Les sequences de nucleotides des reqions 
codantes de la transcriptase inverse sont determines par 
sequencaqe automatique de la terminaison de la chaine 
dideoxinucleotidique des produits de PCR bruts . 

1.3 - PI a^mi Hoc 

Les clones moleculaires du VIH-1 utilises 
dans la methode d' analyse derivent de pNL4-3. 

Le plasmide delete en transcriptase inverse 
est construit par une modification du pNL4-3xcAenv mut§ 
pour porter des sites de restriction SnaBI uniques dans 
la position 3872 et de Nru I dans la position 3892. 

Les enzymes Ba I et SnaB I sont utilisees 
pour retirer la reqion codant pour la transcriptase 
inverse (entre les positions 2618 et 2872) et la 
linearisation du plasmide resultant pSRT est effectuee 
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au moyen de 1' enzyme Nru I. L' expression de la 
glycoproteine d'enveloppe VSV-G dans les cellules 
transfectees est assure par le plasmide pVSV qui contient 
la sequence codante vsv-g sous le controle d'un promoteur 
CMV. 

1.4 - Hilhirpg rpnnlairps . 

Des cellules HeLa, 293 T et P4 sont cultivees 
dans du milieu DMEM supplements avec 10% de serum de veau 
foetal (SVF), 50 Ul/ml de penicilline et 50 pg/ml de 
streptomycine. Les cellules P4 son des cellules Hela-CD4, 
LTR-LacZ dans lesquelles 1' expression de la beta- 
galactosidase est strictement inductible par la proteine 
Tat transactivateur du VIH, permettant par consequent, 
une quantification precise de 1' inf ectivite ou de la 
capacite replicative des virus VIH-I basee sur un cycle 
unique de replication (Charneau, P., Mirambeau, G., Roux, 
P., Paulous, S., Buc, H. and Clavel, F. (1994) « HIV-1 
reverse transcription. A termination step at the center 
of the genome". J Mol Biol 241(5), 651-62.). Les cellules 
P4 sont cultivees en presence de 500 yg/ml de geneticine. 

II . - npj-prminaHnn Hp 1^ sn <*r ppf i hi 1 i t P (i f 1in 

virng \7TH a nn in hihifpnr de Tran.sp.ri p± i on — inverse . 

(RTT) 

La determination de la suscept ibilite d'un 
virus VIH a un inhibiteur de transcriptase inverse est 
effectuee de la maniere suivante: des cellules 293 T sont 
transfectees avec 7,5 pg de plasmide pSRT linearise par 
Nrul, 0,1 |ag du plasmide pVSV-G et 0,5 et 1 pg du produit 
issu de la reaction PCR de la transcription inverse de 
VIH. Le precipite de transfection est retire des cellules 
apres 18 heures d' incubation et du milieu de croissance 
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frais est ajoute. Apres 24 heures de culture, le 
surnageant est clarifie par ceritrifugation (500 g, 15 
minutes) et transfere sur des cellules indicatrices P4 
lesquelles ont ete pre-incubees avec des dilutions 
seriees d'un inhibiteur de la transcriptase inverse, dans 
de puits triplicatas, durant quatre heures. La ganune de 
concentrations d' inhibiteur utilisee varie selon les 
composes. Le signal produit par 1' activation du gene 
marqueur a ete developpe avec du CPRG durant 48 heures, 
comme pour 1' analyse de la susceptibilite a un inhibiteur- 
de transcriptase inverse et l'indice IC 50 a ete calcule 
en utilisant 1' equation d'effet median. 

111 " O pHmisaHnn Hp i * m ^u^ a dlanalyse 
ponr HPtPrminer 1 f» snsrPntiMH^ dljjm i r ^n C ut» „ 1t 
inhihitpnrs Hp t-r a ncr.^ p ) - a «. a i vv er *. ir 

Le plasmide pSRT portant une deletion dans la 
region codant pour pol allant du codon 24 de 1 
transcriptase inverse (base 2618) au codon 432 de la 
transcriptase inverse (base 3872) inclut toutes le 
mutations associees a un phenomene de resistance connus a 
ce jour. Les sequences homologues du produit 
transcriptase inverse issu de PCR s'etendent 88 paires de 
base en amont et 186 bases en aval de la deletion dans 
PSRT. Les transfections pour la determination de la 
susceptibilite aux inhibiteurs de la transcriptase 
inverse sont effectuees avec une lignee cellulaire 293T 
ayant une forte capacite a etre transfectee plut6t 
qu'avec des cellules HeLa . Ceci ne constitue pas un 
probleme car les cellules sont eliminees du surnagent 
contenant le virus par centrif ugation avant le transfert 
de cellules P4 . 



a 



s 
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Les conditions de transfert sont optimisees 
au moyen d'un test en echiquier. La variation du ratio du 
plasmide/produit issu de PGR ne modifie signif icativement 
la quantity de p24 ou de transcriptase inverse produites 
ou la vitesse de reaction avec CPRG. Etant donne que le 
plasmide circulaire, pVSV-G semble etre extremement 
toxique pour les cellules 293T, la quantite de celui-ci a 
6te reduite de 3 pg a 0,1 pg dans le melange de- 
transf ection, conduisant a des rendements eleves en p24 
(>20 ng/ml compare a 9, 8 ng/ml) . 

Etant donne que les phases precoces de la 
replication du virus, incluant la transcription inverse, 
,se produisent dans les cellules P4 indicatrices dans ce 
type de determination, ce sont ces cellules qui sont 
traitees avec des dilutions en serie des inhibiteurs de 
la transcriptase inverse. 

Les gammes de concentration d' inhibiteur 
utilisees sont choisies en fonction de la toxicite 
cellulaire de chaque compose et du ratio IC50/IC90 pour la 
susceptibilite des isolats resistants (Tableau 1) . Par 
exemple, comme l'indice IC50 pour 1'abacavir pour les 
cellules P4 est d' environ 250 yM alors que l'indice IC50 
pour ce compose pour la souche native du virus est 
d' environ 3 pM, la detection de la resistance est limitee 
par la toxicite. Une gamme de quatre dilutions en serie, 
commengant a 200 pM a ete utilisee pour l'abacavir, 
permettant la detection de jusqu'a 60 fois plus de 
resistance . 

D' autre part, puisque la toxicite de l'AZT 
pour les cellules P4 est elevee (>300 pM) alors que 
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l'indice icso est considerablement inferieur, une gamme 
plus large de dilutions a ete utilisee (dilution en serie 
1/10 , a partir de 5 pM) de maniere a permettre la 
detection de niveaux eleves de resistance (jusqu'a 100 



fois: 



Pour la transcriptase inverse RVA, l'indice 
ICso est utilise plutot que l'indice IC90 car la detection 
de l'indice IC90 pour les virus resistants pourrait 
demander des niveaux de compose toxiques pour la plupart 
d' inhibiteurs de transcriptase inverse. 
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La methode d' analyse pour determiner la 
susceptibilite du virus VIH aux inhibiteurs de 
transcriptase inverse donne une Deviation Standard de la 
moyenne geometrique pour 20 tests entre 1,78 (abacavir) 
et 2,7 (D4T et AZT) . La deviation standard mediane pour 
les inhibiteurs de la transcriptase inverse (RTI) essayes 
(AZT, 3TC, D4T, DDI, abacavir, efavirenz et nevirapine) 
est de 2,2. De maniere a simplifier 1' interpretation 
automatique des resultats des echantillons des patients, 
une valeur Index de Resistance (IR) arbitraire, IR = 5 a 
ete defini comme le minimum de reduction de la 
susceptibilite a un RTI considere comme etant 
significativement reduit par rapport a NL43. 

Pour determiner si NL43 est un virus de 
reference convenable pour la comparaison avec les isolats 
cliniques, un panel d' echantillons pris de patients avec 
un traitement banal a ete essaye sur 3 replicats RVA pour 
leur susceptibilite aux inhibiteurs de transcriptase 
inverse. 

l'ICso median trouve pour 22 virus testes 
tend a. etre legerement superieur a celui trouve pour le 
virus NL43 avec un IR median aux alentours de 0,92 (pour 
stavudine) et de 1,22 (lamivudine) . Bien que l'IR soit 
inferieur a la limite definie de 5 sur le total 
d' inhibiteurs pour la plupart d' echantillons testes, la 
gamme d' IR semble large, en particulier pour les 
inhibiteurs non-nucleosides . En particulier, un indice de 
resistance de 11,0 pour la nevirapine a ete obtenu pour 
un virus or, ce virus portait une mutation sur le codon 
98 (A pour S) de la transcriptase inverse, qui avait ete 
precedemment implique dans la resistance aux NNRTIs . 
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IV " RpprnHnrt ihilifp 

La reproductibilite . de la m^thode de 
determination de la susceptibilite du virus recombinant 
(RVA) aux inhibiteurs de transcriptase inverse (RTI) a 
ete evaluee par une serie de tests sur 5 echantillons, 
choisis de maniere a representer une large gamme de 
profils de susceptibilite, entre 4 et 8 tests par 
echantillon, en utilisant des preparations d'ARN et des 
reactions PCR separees. 

La variation inter-test pour la determination 
de la susceptibilite des virus VIH aux inhibiteurs de la 
transcriptase inverse indique que • dans quelques cas il 
existe une difference superieure a 5 entre l'IR maximum 
et l'IR minimum trouves pour des determinations repetees 
(Tableau 2), cependant, la deviation standard de la 
moyenne g^ometrique est maintenue = 2,2 dans tous les cas 
sauf un (R4, AZT) . Dans trois des echantillons l'IR 
obtenu lors des tests repetes varie entre <5 et >5 pour 
les composes pour lesquels les virus peuvent etre 
moderement resistants (IR non superieur a 12). 
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(a) Seules les substitutions en acides -amines 
deja connues pour etre associees avec une resistance aux 
inhibiteurs de la transcriptase inverse sont indiquees. 

(b) L' Index de Resistance est le rapport de 
l'ICs.o dans 1' echantillon par rapport a celui de NL43 
determine en parallele. 

(c ) Moyenne geometrique. 

(d) Deviation standard de la moyenne 

geometrique. 

(e) L' index de resistance le plus eleve 
obtenu dans les tests divise par le plus faible. 

(f) Le nombre de tests donnant un index de 
resistance >4 classant le virus comme resistant/ au 
nombre total de tests realises. 

(g) Un IC50 au-dessus de la gamme detectable 
dans tous les tests est indique par >. Dans ces cas, une 
deviation standard et un minimum/ maximum ne sont pas 
applicables (na) . 

Les resultats phenotypiques obtenus pour ces 
Inhibiteurs de transcriptase inverse montrent une 
concordance avec les profils genotypiques des 
echantillons . 

L' echantillon R2, qui montre un degre eleve 

de resistance par rapport a tous les composes testes, 

comporte des mutations multiples en incluant celles du 

complexe de resistance multi-compose (62V, 751, 77L, 116Y 

et 151M) qui confere la resistance aux nucleotides RTI, 

« 

la resistance 3TC associee a la mutation 184V et des 
mutations connues pour induire une susceptibilite reduite 
aux NNRTI (181C, 190A) . 

L' echantillon R3 montre un niveau de 
resistance eleve a 3TC, a nouveau module par la mutation 
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184V, avec une variation considerable de l'IR pour AZT 
qui reflete probablement la nature inconsistante de la 
suppression de la resistance induite par 215F par 184V. 

Dans l'echantillon R4, une telle suppression 
est contrecarree par la presence de mutations multiples- 
incluant une mutation 208Y. 

L'echantillon R5 se maintient sensible a AZT 
malgre une mutation 41L et une mutation 215Y a cause des 
effets de la mutation 1001 qui, en combinaison avec 103N, 
est responsable des niveaux de resistance eleves observes 
vis-a-vis d'efavirenz et de nevirapine. 

v_ Validation dp — la m^hnrip H'^-[ yQg > pn „ r 

ripfPrminpr La sn.srppt i hi 1 i tr dlom -imc mju m ir 

i nhi hi 1-pnr<s Hp fngi^ 



Les recombinaisons obtenues en utilisant pour 
1' amplification de l'etape (b) la paire d' amorces FuA : 
5 ' AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3 ' (SEQ ID No: 23) et FuB : 5 1 
GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID No: 24) suivie d' une 
deuxieme amplification, effectuee avec 1' amorce : FuC : 
5 ' ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3 ' (SEQ ID No: 25) et un 
melange des amorces suivantes : 

FuDl :5. , TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 26) 
FuD2 : 5 ' TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 1 (SEQ ID No: 27) sont 
tres efficaces. 



En effet, pour obtenir une production virale 
satisfaisante il suffit generalement de 10-50 ng de 
produit de PCR, utilise dans l'etape de recombinaison . 
Dans cette methode destinee a analyser la caracteristique 
phenotypique de fusion, une production virale 
correspondante a 50-400 ng/ml de p24 est obtenue apres 
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transfection. Pour 1* infection des cellules cibley, entre 
0,5 et 5 ng p24/ puit (plaques 96 puits) sont utilises. 
L' augmentation de la densite optique. obtenue apres 
infection de cellules cible est lineaire si 1' infection 
est conduite dans ces conditions 

Afin de valider la methode d' analyse 
concernant la susceptibilite des virus VIH aux 
inhibiteurs de fusion, deux inhibiteurs de fusion, ont 
ete utilises: un peptide derive de la sequence de 
l'helice distale dans la gp41 de VIH (appele DP178 ou 
T20) et un derive de 1'acide betulinique (RPR103611). 
Pour chaque inhibiteur, la reduction de sensibilite d'un 
ou plus virus resistant (precedemment identifie par 
d'autres auteurs) par rapport a deux virus de reference: 
un virus plasmatique primaire T5A1 et un virus adapte a 
la culture in vitro (LAI) a ete effectuee. Tous les virus 
ont ete produits par recombinaison . 

Resultats 

V.l- Tnhihil-P nr HPl7fl QJJ T70 - 

L 1 augmentation de l'ICSO pour un virus 
fortement resistant NL-DIM (decrit par Rimsky L.T. et 
al. J. Virol. 1998, vol 72, pages 986-993) et pour le 
virus NL4.3 (qui est part iellement resistant) ont ete 
mesurees vis-a-vis de cet inhibiteur. 

Le virus fortement resistant DIM presente une 
augmentation de la valeur de l'IC50 de 80 fois par 
rapport a T5A1 et de plus de 100 fois par rapport a LAI. 

Le virus partiellement resistant NL4 . 3 est 
caracterise par une augmentation de l'IC50 de 10 fois par 
rapport a T5A1 et de 12,5 fois par rapport a LAI. 
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VTH pLasma±±qnB a l^jj^jj^LLeur rlr E quina T ^ n 



mi 



L'ARN viral est extrait a partir des plasmas 
de patients VIH positifs. 

On effectue une premiere amplification par 
PCR avec la paire d' amorces ED3 E01-. 

On effectue une seconde amplification par PCR 
avec la paire d' amorces E10_FuB pour obtenir un fragment 
d'ADN de 2200 paires de bases s'etendant entre les 
residus 6322 et 8522. 

On effectue la transfection d'un premier h6te 
cellulaire avec : 

les acides nucleiques obtenus apres la 
seconde amplification. 

- le vecteur retroviral delete de toute la 

region codant pour la majorite de la sous-unite g P 120 et 

de la portion extacellulaire de la g P 41 de 1'enveloppe du 

VIH, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus et 
important un site de restriction unique Mlul. 

On met en culture du premier note cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
virales. 

On effectue 1' infection par les particules 
virales produites a 1'etape precedente, d'un second bote 
cellulaire (comportant un gene marqueur activable suite a 
1' infection virale, en presence de dose croissante 
d'inhibiteur de fusion T20. 

On effectue la quantification du marqueur 
exprime afin de mettre en evidence le niveau de 
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susceptibilite des virus VIH presents dans les 
echantillons biologiques a l'inhibiteur de fusion T20. 

Les resultats . de 1' analyse phenotypique 
decrite ci-dessus pour des virus presents dans des 
plasmas de patients (P1,P2 et P3) et des prototypes 
viraux de reference (NL 43 et le clone resistant DIM) 
sont illustres dans la figure 5 en annexe et les indices 
IC50 sont representes dans le tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3 





m. -M. i.gs5o -m: m 


pi 


0,132 


P2 


0,017 


P3 


0,047 


DIM 


>3 


NL43 


0,234 


\7 9- Tnh-i hi t-mir RPRimfill 



L 1 augmentation de l f IC50 du virus resistant 
LAI-L91H (Labrosse B. et al. J Virol. 2000 vol 74 pages 
2142-2150) vis -a-vis de cet inhibiteur a ete mesuree. 

Pour le virus LAI-L91H, 1 1 augmentation de 
l'ICSO par rapport a LAI et a T5A1 est superieure a 100 
f ois . 

VI- Optimig ^inn Hp la mpthodp d'analyse pour 

Hpf-Prminpr ^x PAP AC T T P. NEMTRRT.T SANTR Hp.g vi ms VTH. 



Les recombinaisons obtenues en utilisant pour 
1' amplification de l'etape (b) une paire d' amorces NEU- 
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A : 5 ' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3 ' (SEQ ID No: 17) et 
FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 1 (SEQ ID No:' 24), 
suivie d'une deuxieme amplification, avec les amorces: 
NEU-C : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID No: 18) et un 
melange des amorces FuDl : 5 ' TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 f 
(SEQ ID No: 26) et FuD2 : 5 1 TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 1 
(SEQ ID No: 27) sont egalement tres efficaces. 

En effet, lors des controles de production 
virale, il s'est avere que pour obtenir une production 
virale satisf aisante il suffit generalement de 10-50 ng 
de produit de PCR, utilise dans 1 1 etape de recombinaison. 

Une production virale correspondante a 50-400 
ng/ml de p24 apres transfection est obtenue. Pour 
1' infection des cellules cible, entre 0,5 et 5 ng p24/ 
puit (plaques 96 puits) sont utilises. L 1 augmentation de 
la densite optique obtenue apres infection de cellules 
cible est lineaire si l 1 infection est conduite dans ces 
conditions . 

VII . MPSIirP Hp LL±IX££C£±1L±± & vi^Ip (nn 

On effectue un premiere amplification par PCR 
avec la paire d' amorces FITA et PROA- 

On effectue une seconde amplification par PCR 
avec la paire d' amorces FITB et PROB- pour obtenir un 
fragment d' ADN de 1488 paires de bases s'etendant entre 
les residus 1237 et 2725. 
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On effectue la transfection d'un premier hote 
cellulaire avec : 

les acides nucleiques obtenus apres la 
seconde amplification. 
5 - le vecteur retroviral delete d'une region 

codant pour une partie de Gag et la totalite de la 
protease et comportant un site de restriction unique 
Mlul. 

On effectue la culture du premier hote 
10 cellulaire dans des conditions permettant de produire des 

particules virales. 

On mesure la quantite de particules virales 
recombinantes dans le surnageant de cette culture par un 
15 test Elisa dosant la quantite d'antigene p24. 

On effectue 1' infection par les particules 
virales produites a l'etape precedente, d'un second hote 
cellulaire (comportant un gene marqueur activable suite a 
20 l f infection virale), par des dilutions croissantes du 

surnageant viral 

On effectue la quantification du marqueur 
exprime afin de mettre en evidence le niveau 
25 d 1 infectivite du virus recombinant 

On calcule la capacite replicative du virus 
recombinant en etablissant une droite de regression a 
partir des valeurs mesurees et en retenant la pente de 
30 cette droite. 

On exprime la capacite replicative virale par 
rapport a celle d'un virus de reference de laboratoire ou 
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reiativement au virus recombinant porteur des sequences 
virales provenant du meme patient avant etablissement du 
traitement et avant development de la resistance. Les 
results obtenus sont illustres sur la figure 6 en annexe. 

Les virus LI, L2 et L3 correspondent a des 
virus recombinants porteurs de sequences de protease 
obtenues a trois moments differents chez un meme patient. 
Le virus LI porte des sequences de protease obtenues 
avant traitement. Chaque point correspond a la densite, 
optique mesuree apres infection de cellules indicatrices 
P4 par une dilution de chacun des 3 virus. On trace une 
droite de regression pour la serie des mesures de chaque 
virus. On calcule la pente de la droite. On exprime la 
capacite replicative de L2 par le rapport de la pente de 
L2 a celle de LI, et la capacite replicative de L3 par le 
rapport de la pente de L3 a celle de LI. Ici le virus de 
reference est le virus pretherapeutique LI. Lorsque le 
virus pretherapeutique manque, on peut exprimer la 
capacite replicative d'un virus de patient reiativement a 
un virus de reference de laboratoire comme pNL4-3. 
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REVENDI CAT IONS 

1) Methode cT analyse d'une caracteristique 
phenotypique des virus VIH presents dans un echantillon 
biologique d'un patient, ladite caracteristique 
phenotypique resultant d'une ou plusieurs mutations du 
genome viral susceptibles d'influencer 1' infection 
virale, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

a) 1' extraction des acides nucleiques, 
contenus dans ledit echantillon biologique, 

b) au moins une amplification par PCR d'un 
segment des acides nucleiques de l'etape (a), chacune 
avec une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique du genome viral susceptible de porter au moins 
une mutation, 

c) la preparation d'un vecteur comprenant les 
parties d'un genome d'un virus VIH necessaires a la 
replication virale a 1' exception du segment amplifie a 
l'etape (b) et eventuellement a 1' exception du gene 
codant pour la proteine d'enveloppe, 

d) la transfection d'un premier hote 
cellulaire avec : 

les acides nucleiques obtenus a l'etape 

(b), 

- le vecteur prepare a l'etape (c) , 
. - eventuellement un second vecteur comprenant 
un gene codant pour une proteine d'enveloppe si le gene 
d'enveloppe est delete du vecteur prepare a l'etape (c) , 

pour obtenir par recombinaison homologue un 
virus chimerique, 

e) la culture dudit premier hote cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
virales au cours d'un seul cycle de replication, 
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f) 1' infection par les particules virales 
obtenues a l'etape (e) d'au moins un second- note 
cellulaire susceptible d'etre infecte par un virus VIH ou 
un virus pseudotype VIH et comportant eventuellement un 
gene marqueur activable uniquement a la suite de 
1' infection virale, 

g) la detection et/ou la quantification du 
marqueur exprime a l'etape (f) afin de mettre en evidence 
au moins une caracteristique des virus VIH presents dans 
1' echantillon biologique . 

2) Methode d' analyse selon la revendication 1 
caracterisee en ce que 1' amplification par PCR de l'etape 
(b) est realisee avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique comprenant tout ou partie 
d'une region du genome virale choisie parmi: gag, pol, 
protease, transcriptase inverse, RNAse H, integrase, vif , 
vpr, tat, rev, vp U/ env, nef, sequences cis-actives, LTr' 
sequences de dimerisation, sequences regulatrices de 
l'epissage ou element de reponse de Rev (RRE) . 

3) Methode d' analyse selon l'une quelconque 
des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que 
^amplification par PCR de l'etape (b) est realisee avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique codant pour une partie de la proteine gag du 
virus de l'immunodeficience humain et une sequence 
d'acide nucleique codant pour la protease, susceptible de 
porter au moins une mutation dans l e gene codant pour la 
protease et, en ce que le vecteur de l'etape (c) est 
construit a partir d'un genome d'un virus VIH ou tout ou 
partie du gene codant pour la protease est delete. 
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4) Methode d' analyse selon les revendications 
1 a 3 caracterisee en ce que 1' amplification de l'etape 
(b) portant au moins une mutation dans le gene codant 
pour la protease est effectuee avec une paire d' amorces : 

Fit A - : ( 5' TCA CCT AGA .ACT TTA AAT GC 3') 
(SEQ ID No : 1) et 

Pro A- : (5' GGC AAA TAC TGG AGT ATT GTA TG3 1 
3' ) (SEQ ID No : 2) , 

suivie d'une deuxieme amplification avec une 
paire d' amorces : 

Fit B : (5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG GT 3'} 
(SEQ ID No : 3) et 

Pro B- : (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT TCA GG 
3' ) (SEQ ID No : 4) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 1488 paires. 
de bases, s'etendant entre les residus 1237 et 2725 
inclus, et 

en ce que le vecteur de l'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de la region du cadre de 
lecture pol codant pour la protease du VIH-1 s'etendant 
des residus 1505 a 2565 inclus, delete de la region 
d'enveloppe et comportant un site unique de restriction 
Mlul - 

5) Methode d' analyse selon les revendications 
1 ou 2 caracterisee en ce que 1' amplification par PCR de 
l'etape (b) est realisee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d' acide nucleique susceptible de 
porter au moins une mutation dans le gene codant pour la 
transcriptase inverse, et la transfection de l'etape (c) 
est realisee avec un premier vecteur construit a partir 
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d'un genome d' un virus VIH ou tout ou partie du gene 
codant pour la transcriptase inverse est delete. ' 

6) Methode d' analyse selon la revendication 
1, 2 ou 5, caracterisee en ce que 1' amplification de 
l'etape (b) est effectuee avec une paire d' amorces : 

MJ3 (5' AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA 3' ) (SEQ 

ID No : 5) et 

RT-EXT (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 
(SEQ ID No : 6), 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification 
avec une paire d' amorces : 

A3 5 (5' TTG GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC 
CTA TT 3' ) (SEQ ID No : 7) et 

RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ 

ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 1530 paires 
de bases s'etendant au dela du codon 93 de la region 
codant pour la protease et au dela du codon 503 de la 
region codant pour la polymerase (POL) et 

en ce que le vecteur de l'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de la region du cadre de 
lecture pol codant pour la transcriptase inverse du VIH- 
1, s'etendant des residus 2618 a 2872 inclus, et 
comportant un site unique de restriction Mlul . 

7) Methode d' analyse selon la revendication 
1, ou 2, caracterisee en ce que 1 ' amplification de 
l'etape (b) est effectuee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d'acide nucleique codant pour une 
partie de la proteine gag, pour la protease et pour une 
partie de la transcriptase inverse du virus de 
l'immunodeficience humaine susceptible de porter au moins 
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une mutation dans la sequence d' acide nucleique codant 
pour la proteine gag, ou pour la protease ou pour la 
transcriptase inverse. 

8) Methode d' analyse selon la revendication 
1, 2 ou 7 caracterisee en ce que . 1' amplification de 
l'etape (b) est effectuee avec la paire d' amorces : 

gag+1 (5' AGGGGCAAATGGTACATCA 3' ) (SEQ ID 

No : 31) et 

RT-EX (SEQ ID n° 6) , 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification 
avec une paire d' amorces : 

Fit B+ (SEQ ID No : 1) et 
RT-IN (SEQ ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 2825 paires 
de bases, s'etendant entre les residus 1237 et 4062 et 

en ce que la transfection de l'etape (c) est 
realisee avec un vecteur retroviral delete d'une partie 
du gene gag et des regions du cadre de lecture pol codant 
pour la protease et une partie de la transcriptase 
inverse du VIH-1 s'etendant des residus 1507 a 3870 
inclus, delete dans la region d'enveloppe et comportant 
un site unique de restriction Nrul . 

9) Methode d' analyse selon les revendicat ions 
1, 2, 5 ou 6 consistant a determiner la susceptibilite 
d'un virus VIH a un compose inhibiteur de la 
transcriptase inverse, caracterisee en ce que l'on ajoute 
ou non ledit compose inhibiteur de la transcriptase 
inverse, eventuellement a des concentrations differentes, 
au deuxieme hote cellulaire, prealablement a 1' infection 
de celui-ci par les particules virales obtenues a l'etape 
(e), et en ce que l'etape (g) comprend la comparaison de 
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1' expression du gene marqueur avec et sans compose 
inhibiteur de la transcriptase inverse 

10) Methode d' analyse ' selon les 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que 
1' amplification par PCR de l'etape (b) est realisee avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le.gene codant pour l'integrase, et le vecteur de 
l'etape (c ) est un vecteur retroviral delete de tout ou 
partie du gene codant pour l'integrase. 

11) Methode d' analyse selon les revendication 
1, 2 ou 10, caracterisee en ce que 1' amplification de 
l'etape (b) est effectuee avec la paire d' amorces : 

INT B+ -5 ' GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3 ' (SEQ ID 



No: 9) et 
10), 



INT B- 5' TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 



suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec la paire d' amorces : 

INT V+ 5 ' CACCCTAACTGACACAACAA3 ' (SEQ ID No: 



11) et 

12) , 



INT V- 5 ' AAGGCCTTTCTTATAGCAGA3 ' (SEQ ID No: 



pour obtenir un fragment d'ADN de 1460 paires 
de bases s'etendant des residus 3950 a 5410 inclus et 

en ce que le vecteur de l'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de toute la region du cadre de 
lecture pol codant pour l'integrase du VIH-1 s'etendant 
des residus 4228 a 5093 inclus et de la region codant 
pour l'enveloppe virale entre les positions 6343 et 7611 
incluses . 
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12) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 10 ou 11 consistant a determiner la 
susceptibilite d'un virus VIH a un compose inhibiteur de 
l'integrase, caracterisee en ce que l'on ajoute ledit 
compose inhibiteur de l'integrase, eventuellement a des 
concentrations differentes, durant l'etape (e), avant 
l'etape (f) et en ce que l'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
compose inhibiteur de l'integrase. 

13) Methode d' analyse selon les 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que 
1' amplification par PCR de l'etape (b) est realisee avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe, et en 
ce que le vecteur de l'etape (c) est un vecteur 
retroviral construit a partir d'un genome d'un virus VIH 
ou tout ou partie du gene codant pour la proteine 
d'enveloppe est delete. 

14) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2 ou 13 caracterisee eh ce que le 
vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute 1$ region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unite gp41 de 1'enveloppe du VIH-1, s'etendant 
des residus 7745 a 8263 inclus, de la region du genome 
VIH-1 constitutrice de 1' element de reponse a Rev (RRE) . 

15) Methode d' analyse . selon les 
revendications 1, 2, 13 ou 14, caracterisee en ce que 
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1' amplification cie i'etape (b) est effectuee avec une 
paire d' amorces : 

FIN-A : 5' TCAAATATTACAGGGCTGCT3' (SEQ ID No: 

13) et 

FIN-B : 5 ' TAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID No: 

14) suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
effectuee avec la paire d' amorces : 

FIN-C : 5' CTATTAACAAGAGATGGTGG3' (SEQ ID No: 



15) et 

16) , 



FIN-D : 5 ' TCCACCTTCTTCTTCGATT3 ' (SEQ ID No: 



pour obtenir un segment d'ADN de 965 paires 
de bases s'etendant des residus 7553 a 8517 inclus et 

en ce que le vecteur de I'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de toute la region codant pour 
la portion extracellulaire de la sous-unite gp41 de 
l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des residus 7745 a 8263 
inclus, et comporte un site de restriction unique Mull. 

16) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13 ou 14 caracterise en ce que 
1' amplification de I'etape (b) avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d'acide nucleique susceptible de 
porter au moins une mutation dans le gene codant pour la 
proteine d'enveloppe est effectuee avec une .paire 
d' amorces : 

FuA : 5 ' AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3 ' (SEQ ID No- 

23) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID 

No: 24) 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
effectuee avec 1' amorce : 
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FuC : 5 1 ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3' (SEQ ID 

No: 25) 

et un melange des amorces suivantes : 

FuDl : 5 1 TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ I D 

No: 26) 

FuD2 : 5 ' TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 1 (SEQ ID 

No: 27), 

ledit melange etant pref erentiellement 
effectue dans un rapport compris entre (10% :90%) et, 
(90% :10%) et tout pref erentiellement entre (60% :40%) et 
(40% :60%) / 

pour obtenir un segment d'ADN de 805 paires 
de bases s'etendant des residus 7635 a 8440 inclus et le 
vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unite gp41 de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant 
des residus 7745 a 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull. 

17) Methode d' analyse selon les 

revendications 1, 2, 13 ou 14 , caracterisee en ce que 
1' amplification de l'etape (b) est effectuee avec une 
paire d' amorces : 

NEU-A : 5 ' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3 ' (SEQ 

ID No: 17) et 

FIN-B : 5 ' TAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID No: 
14), suivie d'une deuxieme etape d' amplification, avec la 
paire d'amorces: 

NEU-C : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

No: 18) et 

FIN-D : 5' TCCACCTTCTTCTTCGATT3 f (SEQ ID No: 

16), 
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pour obtenir un fragment d'ADN compris entre 
2106 et 2320 paires de bases s'etendant des residus' 6197- 
6222 .jusqu'aux residus 6197-6222 inclus et 

en ce que le vecteur de l'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de toute la region codant pour 
la majorite de la sous-unite g P l20 et de la portion 
extracellulaire de la gp4 i de 1'enveloppe du VIH-1 
s^etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et comporte un 
site de restriction unique Mlul. 

18) Methode d'analyse selon les -revendication 
I. 2, 13 ou 14 , caracterisee en ce 1' amplification de 
l'etape (b, avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe est 
effectuee avec une paire d' amorces : 

NEU-A : 5 ' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3 ' (SEC 
ID No: 17) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 1 (SEQ ID 
No: 24),' suivie d < une deU xieme etape d' amplification, 
avec les amorces: 

NEU-C : 5 ' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3 ' (SEQ ID 
No: 18) et un melange des amorces 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 

No: 26) et 

FuD2 : 5 * TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 1 (SEQ ID 

No: 27), 

ledit melange etant pref erentiellement 
effectue dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
(90% :l 0 %) et tout pref erentiellement entre (60% :40%) et 
(40% :60%), 

pour obtenir un fragment d'ADN de 2118 paires 
de bases s'etendant des residus 6322 a 8440 inclus et le 
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vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la majorite de la sous- 
unite gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp41 
de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 
8263 inclus, et comporte un site de restriction unique 
Mull. 

19) Methode d' analyse selon les revendication 
1, 2, 13 ou 14, caracterisee en ce que 1' amplification de 
l'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe est 
effectuee avec la paire d' amorces : 

ED3 : 5 ' TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG3 ' (SEQ 
ID No: 28) et 

E01 : 5' TCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTAAAAA3 1 (SEQ ID 

■ No: 29), 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec les amorces: 

E10 : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGGT3' (SEQ ID 

No: 30) et 

FuB : 5 1 GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 1 (SEQ ID 

No: 24) 

pour obtenir un fragment d'ADN de 2200 paires 
de bases s'etendant des residus 6322 a 8522 inclus et le 
vecteur de l'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la majorite de la sous- 
unite gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp41 
de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 
8263 inclus, et comporte un site de restriction unique 
Mull. 
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20) Methode d' analyse selon les revendication 
1, 2, 13 ou 14, caracterisee en ce que 1' amplification de 
l'etape (b) est effectuee avec une paire d' amorces : 

E00 : 5 ' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3 ' (SEQ 
ID No: 19) et 

ES8B : 5'CAC.TTCTCCAATTGTCCCTCA3' (SEQ ID No- 

20), 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
avec la paire d' amorces: 

E20: 5' GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3' (SEQ ID 

No: 21) et 

El 15 : 5 ' AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3 ' (SEQ ID 

No: 22), 

pour obtenir un segment d'ADN de 938 paires 
de bases s'etendant des residus 6426 a 7364 inclus et 

en ce que le vecteur de l'etape (c) est un 
vecteur retroviral delete de la region, codant pour les 
domaines allant de la boucle VI a la boucle V3 de 
l'enveloppe du VIH-1 s'etendant de 6617 a 7250 inclus et 
comporte .un site de restriction unique Nhel. 

21) Methode d' analyse selon les 

revendications 1, 2, 13 a 20 consistant a determiner la 
susceptibilite d'un virus VIH a un compose inhibiteur de 
fusion ciblant la proteine g P 41 du VIH-1, caracterisee en 
ce que l'on ajoute ledit compose inhibiteur de fusion, 
eventuellement a des concentrations differentes, durant 
la culture de I'hote cellulaire obtenu a l'etape (e), 
avant l'etape (f) et en ce que l'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
compose inhibiteur de fusion ciblant la gp41 du VIH-1. 
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22) Methode cT analyse selon les revendication 
1, 2, 13, 14 ou 16 consistant a determiner la 
susceptibilite d'un virus VIH a un compose inhibiteur 
d' entree dudit virus VIH dans une cellule cible, 
caracterisee en ce que l'on ajoute ledit compose 
inhibiteur d' entree, eventuellement a des concentrations 
differentes, a I'hote cellulaire obtenu a l'etape (e) 
avant 1' infection de l'etape (f) et en ce que l'etape (g) 
comprend la comparaison de 1' expression du gene raarqueur, 
avec et sans compose inhibiteur d' entree. 

23) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 17 consistant a determiner 
la susceptibilite d'un virus VIH a 1' action inhibitrice 
des anticorps, caracterisee en ce que ladite methode est 
realisee, d'une part sans anticorps et d' autre part avec 
1' anticorps, eventuellement a differentes concentrations, 
ledit anticorps etant presents a l'etape (e), et en ce 
que l'etape (g) comprend la comparaison de 1' expression 
du gene marqueur avec et sans anticorps. 

24) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 17 consistant a determiner 
le tropisme d'un virus VIH pour un recepteur cellulaire, 
caracterisee en ce que 1' infection de l'etape (f) avec 
les particules virales obtenues a l'etape (e) est 
effectuee sur deux hotes cellulaires distincts et l'etape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du gene 
marqueur par chacun des deux hotes cellulaires distincts. 

25) Methode d' analyse selon la revendication 
24 caracterisee en ce que l'un de deux hotes cellulaires 
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infectes a l'etape (f) exprime le recepteur CCR5 et 
1' autre exprime le recepteur CXCR4 . 

26) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 17 consistant a determiner 
la susceptibilite d'un virus VIH a un compose inhibiteur 
ciblant les corecepteurs du VIH-1, caracterisee en ce que 
l'on ajoute ou non ledit compose inhibiteur ciblant les 
corecepteurs du VIH-1, eventuellement a des 
concentrations differentes, durant l'etape (e) de 
culture, en ce que 1' infection de l'etape (f) est 
effectuee sur deux notes cellulaires distincts et en ce 
que l'etape (g) comprend la comparaison de 1' expression 
du gene marqueur par chacun des deux hdtes cellulaires 
distincts. 



27) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 20 consistant a analyser 
le tropisme d'un virus VIH pour un recepteur cellulaire, 
caracterisee en ce que 1' infection de l'etape (f) avec 
les particules virales obtenues a l'etape (e) est 
effectuee sur deux notes cellulaires distincts et l'etape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du gene 
marqueur par chacun des deux hotes cellulaires distincts. 

28) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 20 consistant a analyser 
la susceptibilite d'un virus VIH a un compose inhibiteur 
ciblant les corecepteurs du VIH-1, caracterisee en ce que 
l'on ajoute ledit compose inhibiteur ciblant les 
corecepteurs du VIH-1, eventuellement a des 
concentrations differentes, durant la culture de l'etape 
(d), en ce que 1' infection de l'etape (f) avec les 
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particules virales obtenues a l'etape (e) est effectuee 
sur deux hotes cellulaires distincts et en ce que l'etape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du gene 
marqueur par chacun des deux hotes cellulaires distincts . 

29) Methode d' analyse selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 20 consistant a determiner 
1' infectivite ou la capacite replicative d'un virus VIH 
caracterisee en ce que l'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur par le 
second hote cellulaire infecte avec les particules 
virales obtenues en appliquant les etapes (a) a (f) a un 
echantillon biologique d'un patient, et 1' expression du 
gene marqueur par le mime second hote cellulaire infecte 
avec les particules virales de reference obtenues en 
appliquant, les etapes (a) . a (f ) a un echantillon. 
contenant un virus de reference. 

30) Methode d' analyse selon la revendication 
29 caracterisee en ce que les particules virales de 
reference issues d'un virus de reference sont des 
particules virales obtenues par 1' application des etapes 
(a) a (f) a un echantillon biologique du meme patient a 
un stade prealable du traitement therapeutique ou avant 
celui-ci. 

31) Methode d' analyse selon les 
revendications 1 a 20 consistant a determiner la 
susceptibilite d'un virus VIH a I' hydroxyuree, 
caracterisee en ce que l'on ajoute ou non de 
1' hydroxyuree, eventuellement a des concentrations 
differentes, soit durant l'etape (e) de culture, soit au 
deuxieme hote cellulaire, avant 1' infection de celui-ci a 
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l'etape (f) et en ce que l'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
hydroxyuree. 

32) Methode d' analyse selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 31 caracterise en ce que l'etape 
(e) de culture est effectuee durant une periode allant de 
12 heures a 72 heures, de preference de 24 heures a 48 
heures . 

33) Un kit pour la mise en oeuvre d' une 
methode selon l'une quelconque des revendications 1 a 32 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique du genome viral susceptible de porter 
au moins une mutation, 

ii) un vecteur comprenant les parties d'un 
genome d'un virus VIH necessaires a la replication virale 
a 1' exception du segment amplifie avec les amorces 
definies en (i) et du gene codant pour la prot6ine 
d' enveloppe, 

iii) un second vecteur comprenant un gene 
codant pour une proteine d f enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 
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34) Un kit - selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 1 et SEQ ID No : 2 

- SEQ ID No : 3 et SEQ ID No : 4 

ii) un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la protease du VIH-1 
s'etendant des residus 1505 a 2565 inclus, delete de la 
region d'enveloppe et comportant un site unique de 
restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotype avec un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe. 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d' etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible, 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

35) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 5 et SEQ ID No : 7 

- SEQ ID No : 6 et SEQ ID No : 8 

ii) un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 
inverse du VIH-1, s'etendant des residus 2618 a 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul, 
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iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

36) un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 9 et SEQ ID No : 10 

- SEQ ID No : 11 et SEQ ID No : 12 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region du cadre de lecture pol codant pour l'integrase du 
VIH-1 s'etendant des residus 4228 a 5093 inclus et de la 
region codant pour l'enveloppe virale entre les positions 
6343 et 7611 incluses, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

. iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 
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vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

37) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 13 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 15 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extrac^llulaire de la sous- 
unite gp41 de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et coraportant un site de 
restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

38) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 23 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 25 et SEQ ID No : 26 avec SEQ 
ID No : 27 
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ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unite gp41 de l'enveloppe du VIH-1, s'etendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier note cellulaire susceptible 
d'itre infecte par un virus VIH, 

v) un second note cellulaire susceptible, 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

39) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gp,120 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de l'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 



WO 02/38792 



78 



PCT/FR01/03512 



v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales; 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
5 realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

10 40) Un kit selon la revendication 33, 

caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 26 et SEQ ID 
15 No : 27 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de l'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 

20 comportant un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

25 v) un second hote cellulaire susceptible 

d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 
vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

30 vii) les produits et reactifs permettant la 

detection du marqueur exprime. 
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41) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20 

- SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22 

ii) un vecteur retroviral delete de la 
region, codant pour les domaines allant de la boucle VI a 
la boucle V3 de l'enveloppe du VIH-1 s'etendant de 6617 a 
7250 inclus et comportant un site de restriction unique 
Nhel, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second note cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

42) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences: 
(SEQ ID No : 5) et (SEQ ID No : 6), 
(SEQ ID No : 7) et (SEQ ID No : 8) 

ii) un vecteur retroviral delete de la 
region du cadre de lecture, pol codant pour la 
transcriptase inverse du VIH-1, s'etendant des residus 
2618 a 2872 inclus, et comportant un site unique de 
restriction Mlul. 
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iii) un virus pseudotype par un gene . codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

43) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences: 
(SEQ ID No: 28) et (SEQ ID No:. 29) et 
(SEQ ID No: 30) et (SEQ ID No: 24) 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de l'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comporte un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 
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vii) lea produits et reactifs permettant ] 
detection du marqueur exprime. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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<210> 2 
<211> 23 
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<213> Sequence artificielle 
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<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (1) . . (20) 

<223> Sequence Fit B pour 1 ' amplification d'une region 
du gene de la protease. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: amorce 
<400> 3 

agaactttaa atgcatgggt 2Q 

<210> 4 
<211> 23 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 
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<222> (1)..(20) 

<223> Sequence RT -EXT pour 1 1 amplification d'une region 
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<220> 
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<400> 6 
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<210> 7 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 
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. <220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 7 

ttggttgcat aaattttccc attagtccta tt 32 
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<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<222> (1) . . (20) 
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<220> 
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<400> 12 

aaggcctttc ttatagcaga 2Q 
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<211> 
<212> 
<213> 



20 
ADN 

Sequence artificielle 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> Sequence FIN -A pour 1 1 amplification d'une region 
du gene,,de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 13 

tcaaatatta cagggctgct 20 



<210> 14 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 
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<220> 
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<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1} . . (20) 

<223> Sequence FIN -C pour 1 ' amplification d'une region 
du gene de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle :amorce 
<400> 15 

ctattaacaa gagatggtgg 20 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc feature 



<400> 14 

tagctgaaga ggcacagg 
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<222> (1) . . (19) 

<223> Sequence FIN-D pour 1 - amplification d'une region 
du gene de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 16 

tccaccttct tcttcgatt 



<210> 17 
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<213> Sequence artificielle 
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<213> Sequence artificielle 
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<223> zssrjTzjzz.?-* 1 """" 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
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<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : amorce 
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<400> 19 
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<210> 20 • 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence/artif icielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> sequence ES8B pour 1 ' amplification d'une region 
du gene de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 20 

cacttctcca attgtccctc a 21 
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<212> ADN 
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<220> 
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<222> (1) . . (27) 

<223> Sequence E20 pour 1 ' amplification d'une region du 
gene de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 



<210> 22 
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<220> 
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<223> Sequence E115 pour 1 ' amplification d'une region 
du gene de l'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 22 

agaaaaattc ccctccacaa ttaa 24 



<400> 21 

gggccacaca tgcctgtgta cccacag 
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<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (22) 

<400> 23 

aagcaatgta tgcccctccc at 

<210> 24 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (23) 

<223> Sequence FuB pour 1'amplification d'une partie du 
gene d'enveloppe. 

<400> 24 

ggtggtagct gaagaggcac agg 
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<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (25) 

<223> ItZ**'* FU i P ° Ur 1,am P lif Nation d'une partie du 
gene d'enveloppe. 

<400> 25 

atatgaggga caattggaga agtga 

<210> 26 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
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<220> 

<221> misc feature 
<222> (1).7(26) 

<223> Sequence FuDl utilise pour amplifier une partie du' 
gene de l'enveloppe. 

<400> 26 

tctgtctctc tctccacctt cttctt 



<210> 27 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> ()..) 

<223> Sequence FuD2 pour 1 ' amplification d'une partie du 
gene de l'enveloppe. 

<400> 27 

tctgtcttgc tctccacctt cttctt 26 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (30) 
<223> Amorce ED3 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 28 

ttaggcatct cctatggcag gaagaagcgg 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de 1 a sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (26) 

<223> Amorce E01 pour 1 ' amplification d'une partie de 
1 ' enveloppe . 
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<400> 29 

tccagtcccc ccttttcttt taaaaa 

<210> 30 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (24) 

<223> Amorce E10 pour 1 ' amplification d'une partie de 
1 f enveloppe . 

<400> 30 

gtgggtcaca gtctattatg gggt 

<210> 31 
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<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielleramorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(19) 

<223> Amorce gag+, permettant 1 ' amplification d'une 
partie de gag. 



<400> 31 

aggggcaaat ggtacatca 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demand rationale No 

PCT/FR 01/03512 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric ' Identification des documents cites, avec.le cas dcheant, I'indlcationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



p.x 



TROUPLIN VIRGINIE ET AL: "Determination 

of coreceptor usage of human 

immunodeficiency virus type 1 from patient 

plasma samples by using as recombinant 

phenotypic assay." 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 75, no. 1, janvier 2001 (2001-01), 

pages 251^259, XP002183818 

ISSN: 0022-538X 

le document en entier 

MASQUE LI ER BERNARD ET AL: "Genotyplc and 
phenotypic resistance patterns of human 
immunodeficiency virus type 1 variants 
with insertions or deletions in the 
reverse transcriptase (RT): Multicenter 
study of patients treated with RT 
inhibitors." 

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 

vol. 45, no. 6, juin 2001 (2001-06), pages 

1836-1842, XP001016398 

ISSN: 0066-4804 

le document en entier 



1,2,13, 

20,21, 

27-33,41 



1,2,5,6, 
9,29-33, 
35,42 



Formulate PCT/ISA/210.(suite da la dauxfeme leullle) (juiBet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem ernationale n° 
PCl/FR 01/03512 



Cadre I Observations - lorsqu'ii a ete* estime que certaines revendications rte pouvaierrt pas faire Pobjet d'une recherch b 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certalne6 revendications n'ont pas fait Pobjet d'une recherche pour les motifs sutvants: 



□ 



□ 



Les revendications n 08 

ae rapportent a un objet a I'egard duquel i'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoin 



Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempllssent pas sufflsamment les conditions prescrites oour 
qu*une recherche significative puisse etre effecluee, en particuller: M ^ 



3. Les revendcations n°* 

sont des, revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de ia 
trojsieme phrases de la regie 6.4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'ii y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'admlnlstratlon chargee de la recherche Internationale a trouve plusleurs inventions dans la demande Internationale, a savolr: 

voir feuille supplemental re 



1. I I Comme toutes ies taxes addtionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, ie present rapport de recherche 
1 — 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. ExD Comme toutes les recherches portant 6ur Ie6 revendications qui sV pretaient ont pu etre effectuees sane effort Darticulier 

justifiant une taxe additionnelle, Tadministratton n'a sollicite le paiement cTaucune taxe de cette nature. 



3. [~| Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
— rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 055 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
— de recherche Internationale ne porte que sur i'invention mentionnee en premier iieu dans les revendications- elle est 
couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etalent accompagnees d'une reserve de la part du deposan 

[ | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort! d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 {suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1 998) 



I 



Demands internationale No. PCTJR 01 J03512 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210_ 

L' administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
s avoir: 

1. revendi cations: 1,2,29-33 (partiellement) et 3,4,34 (completement) 

Methode d'analyse d'une caracteristique phenotypique des 
virus VIH, caracterisee en ce que T amplification par PCR 
est real 1 see avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique codant pour une partie de la proteine gag 
et une sequence d'acide nucleique codant pour la protease du 
virus de V immunodeficience humain et kit caracterise en ce 
qu'il comprend les dites amorces. 



2. revendications: 1,2,29-33 (partiellement) et 5,6,9,35, 
42 (completement) 



Methode d 5 analyse d'une caracteristique phenotypique des 
virus VIH caracterisee en ce que 1 'amplification par PCR est 
real 1 see avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de. porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la transcriptase inverse 
et kit caracterise en ce qu'il comprend les dites amorces. 



3. revendications: 1,2,29-32 (partiellement) et 7,8 (completement) 

Methode d' analyse d'une caracteristique phenotypique des 
virus VIH, caracterisee en ce que T ampl iflcation par PCR 
est real i see avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique codant pour une partie de la proteine gag 
, pour la protease et pour une partie de la transcriptase 
inverse du virus de T immunodeficience humain. 



4. revendications: 1,2,29-33 (partiellement) et 10-12, 
36 (completement) 



Methode d'analyse d'une caracteristique phenotypique des 
virus VIH caracterisee en ce que T amplification par PCR est 
real i see avec une paire d 9 amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour l'integrase et kit 
caracterise en ce qu'il comprend les dites amorces. 



5. revendications: 1,2,29-33 (partiellement) et 13-28,37-41, 
43 (completement) 



Methode d'analyse d'une caracteristique phenotypique des 
virus VIH, caracterisee en ce que 1 'amplification par PCR 
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est reali see avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d acide nuclei que susceptible de porter au molns une 
mutation dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe et 
kit caracterise en ce qu'il comprend les dites amorces 



